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1978 ; Zeikus， 1980; Ngら， 1981; Zertucheら， 1 9 8 2 ; 0 hrniyaら， 1983 ; 
Tayaら， 1984). リグノセルロースを加水分解酵素Kよって単糖類にまで糖化し，糖
類を菌体蓄積性白徴生物Kよ!JSCP C Single Cell Protein )あるいは Saccharo-
myces cerevisiae等Kよbエタノールへ変換するプロセス1'[.よ b強い関心が持た
れている CSu. 1978 ; Bernhardtら:石原 Ladischら;Wei ss， 1979 ; Seidlら2
田中， 1980; Huff 越島， 1981 ; Gargら， 1 9 8 2 S addl e rら， 1982 a， .b
Uengら. 1 9 8 2 ; D ekkerら2上久保ら Koshij iinaら M<.jjdanacら;Pulsら，
1983 志水， 1983 b ; Shi叫日ら， 1 9 8 3 C ro sthwa it eら， 1984)ロリグノセルロ
ース白糖化工程で，セルラーゼやヘミセ Jレラーゼ左どD多糖類加水分解酵素が必要と在
るが，現在 Trichoderma 1Jiride， Aspergillus niger， Irpez lac.teus等を起曹、
とするセルフーセ・系酵素がわが国で工業的K生産されて:1:.'!J ，実用化忙近い段階忙ある白
主た，セノレラ-:1:::"，ヘミセルラー ゼを効率的K産生する菌株を得るためK優良な系統c
選抜(Saddler. 1982 c .;Thejaら 1983; Macris; Mishraら， 1984) やそ
れらD育種，改良白研究(Mi shraら 1982 Bernierら Erikssonら;M'oloney 







W i 1 c OX， 1 9 7 0 ) 0 
(2) 重量棋Dわずか左腐朽初期白段階で，木材セルロース C重合度を急敢に低下古せる
( :香山， 1962 ; Cowling， 1969 )。
-1-
(3) リグニ Y([)量が多(，構成単位聞の縮合度も高いととなどから，針葉樹材は酵素糖
化Dために広葉樹材よ bも過酷左前処理が必要であると考えられているが(8himi zu 
ι 1983).褐色腐朽菌c侵害力はリグエンc存在陀よって影響を受けず，むしろ
針葉樹材K多〈出現するo近年，北海道で褐色腐朽菌による木造家屋む甚大左被害が
報告されている(土居ら， 1981) 0 
(4) 禍色腐朽菌はセルロース分解性白徴生物であるにもかかわらず Clー セルラーゼを




水分解する上で. 2つの阻害要因が考えられるo 第 111:，主要左多糖類成分であるセル
ロースが高結品性であるとと，第 21:， リグニンが細胞壁也大半を占める 2次壁中でセ
ルロースやヘミセルロースと化学的，物理化学的K緊密K結合し，酵素の韮質へ白接近
を妨げていることである o 禍色腐朽菌は木材中C結晶セルロースを分解する能力を持ち，




オオウズラタク Tyro悦 YC6S palustris (Berk. et Curt.) Murr. FPR1 0507は，
褐色腐朽菌D左かでは最も生育白早いも白白ーヲで，針葉，広葉樹材陀対して著しい重
量棋を引起とすととから木材白腐朽試験 (J18 Z2119) 会よび木材D防腐効力
試験 CJ 1 8 .A.9302 )(f)規格医採用されている C 分類学上は， ヒグナ γタク目
CAhyllophora le s)サルノコグカク科(Polyporacea)陀属するo と白菌株は第二次大戦
前に分離され，林業試験場の保存む下Kワタグサ νタク Poria. 叩 por旬(Pers. ex Fr.) 
Cookeとして日本で広〈培養されてきた。しかし背島(1962)による米国白 Tyro"'-
悦yC6S凹l也8tri 8とD和合現象白研究から Poria. 叩 por印 は同定遣いであったζ とが
報告されているo
セルロースむ酵素陀よる分解機構は未定十分に解明されてい左いが，本稿lでは結晶性
白セルロース .(i曜紙やαーセルロース)陀対して糖化力を示す酵素を C1ー セルラーゼ

























菌類(.Basi diomycetes )陀属する白色腐朽菌と禍色腐朽菌，なよび子白う菌類 (Asco-
m ycetes )または不完全菌類 (Fungi Imperfecti) K属ナる軟腐朽菌陀大別されるo
それら白木材腐朽菌の分布，木材細胞壁K対する攻撃様式，菌糸の侵入・蔓延K伴左う
細胞壁D徴細構造や構成成分D変化左ど，木材白徴生物分解機構は，か左 b詳細左とと
ろまで解明されてきている (Meier，1955 Cowling， 1969; Keilich Liese 









は二次壁内層(S 3 )から中層(S 2 )へと浸透拡散し，酵素Kよb分解された生成物は
菌糸体陀取込主れ，代謝される 0-白色腐朽菌白場合，細胞内腔K入った菌糸は，まず S3
層を攻撃し S2層 S]層(二次壁外層)と内側からj国々 K細胞壁を溶解し，帯〈し左
がら，細胞壁白分解を進めてい〈が，一方，禍色腐朽菌はリグニン舟解力を実質的に持
た左いため， リグニン分布の少左い S2眉が最初陀分解を受け，続いて 81-眉 S3層忙
も舟解が進み，腐朽末期Kはほとんどリグニ y から在る細胞壁白原形が残置として残る O
天然セルロースC徴生物舟解は，複数C酵素D相乗作用(C1 + Cx )で行われるとい
う考え方が一般化しつフあるが (Reese. 1950 Eriksson， 1972 ; Nisizawa， 
1973 ) ，白色腐朽菌陀ついても，固体セルロース K対する C1 • Cx :?イプDセルラ
ーゼ白作用C相乗効果が報告されている(Streamer. 1975 ; Kanda， 1976) 0 
し:かし左がら，褐色腐朽菌については結晶性Dセルロース D卦解陀必須白 Clー セルラー
ゼ (β - L 4ー グルカンセロピオヒドロラーゼ)成分Kついて D報告例がな<(Hi gh-










ースを牙解すると報告されている (Nilsson， 1974 ; Highley， 1977 ) 0 
褐色腐朽菌Kよるセルロース轍維白卦解を追跡、した最近の電子顕徴鏡観察(Highley 
ら. 1983 a， b)によれば，褐色腐朽菌菌糸は棋維表面や轍維聞にランダム陀生長ナる
が，菌糸が接触している轍維表面K局部的分解とみられる Erosionを形成せず，また細
胞壁へ白菌糸D侵入も認められ左かったo 供試されたいずれ白禍色腐朽菌K台いても菌
糸を包む菌体外マトリックス(Sheath )が存在し， Sheathが菌糸からかを b離れた距
離K伸びて繊維を台卦っていたととが観察されているoすで陀同様な Sheathは木材D
腐朽で観察されて;1:.'9 ( Palmerら， 1983a， b)，腐朽菌白分担、する酵素白輸送や卦
解生成物白取込みを機能するものと考えられてきているo とく K描色腐朽菌では菌糸D
侵入を受けてh 左い轍維VC;1:.'いても，セルロースは分解を受けてI>'9，セルロースD初
期卦解K関与する菌体内物質の低分子解重合剤(Small diffusible depolymerizing 
agent ; Highley ( 1982) (z)提案では菌体外で・OH ラジカルとして存在する )ID濃
縮や移動陀卦いて Sheathが重要な役割を果たすであろうと示唆されているo
第 1宰では禍色腐朽菌D産生する多糖類加水分解酵素K関する韮礎的知見を祷ること
を目的として，カラマツ (LιT白 le p t 0 l6 pi 8 )卦よびシラカンパ (Be印 laplatyphy-





オオウズラタク T官romllce s pa l制 tris (Berk. et Curt.) Murr. FPRI 0507 
を使用した。
~"'5 "" 
1. 2. 2 腐朽材の調製
1. 2.2.1 針葉樹材ブロックの腐朽
600mB容C培養ピ Y V'C， 100mB D麦芽寒天(ディフコ社， U.S.A. 麦芽抽出物 3
0，6.寒天 1.5%.棋菌後の pH5.5 )を入れ，オオウズラタクを接種した。 1週間経過
後，寒天白上陀オオウズラタク C菌糸体が7 ッ卜状K拡がってから，カラマツ (L町 iz
le p t 0 l e pi8 ) D辺材，心材ブロック(各 20X 20 X 3 J 111m)を無菌条件下で菌糸体c上
K乗せ，温度 26t: ，相対湿度 90係D室内で 3-. 14週間腐朽させた o腐朽後，各ブロ
ック表面白菌糸体をと h除き，其空乾燥機を用いて 40t:で乾燥し， 恒量値から重量践
を求めたo各種D舟析K供試するKあたって，腐朽材プロックを 40...8 0メッシ:L V'C 
粉砕した。
1. 2.2.2 固型培養法による広藁樹材の腐朽
培養函(ステンレス 18X 24 X 5，田〉を用いてオオウズラタクを 2---9週間固型
培養したo 培地は蒸煮γ ラカンパ材(Be印 laplat官phylla， テップを水蒸気圧 13潟
で 20舟蒸煮L.， リファイナー(クリアランス:5 !1m )で解織した〕を水洗じたもむ
160 8-(乾畳)を唯一の炭素源とし，ベプトン 208-.イーストエキス 28-. KH2P 04 
28-. Na2HP04 200即， MgS04・7H20 19， Cil.Clz 600 TI9， FeS04' 7 H20 
20 TI9， MnS04・4HzO 2 m9 ，" C U S04・5H204m9， CoC12 41l!9から左!i，水舟
はシラカンバ材重量D307%11:"調整したo 上記と同じ組成白培地でオオウズラタクを
1週間固型培養したも D 20 9を接種して， 26 'cで所定期間培養後， 7.5 L D M/1 0 
酢酸・酢酸ナトリウム経街液仁pH3.80 ) 11:よ!i，国型培地中K生産された酵素をホモ
グナイザーを用hて抽出した。遠心分離陀よ b酵素抽出世と培養残造花分離し，培養残
置は其空乾操機を用いて 40t:で乾燥しs 置畳f直から重量棋を求めたo 上置D酵素抽出
植は第 2草巴実験試料K供したo
1.2.3 リグニンの定量
クラーソ y・リグニンは J1 S P 8008忙したがって求めたo 酸可溶性りグ=ンは，
クラ -;Jン・リグニン定量時白描被白 20 5 n rn1: :t~ける凪光度から ， E=1l0L/g・聞







Koss 1 erら(1981)白方法Kl.，たがって調製したoまず. 40.......80メッ γ ュK粉砕し
た腐朽材木粉を亜塩素酸塩法(B r 0wn i ng， 1 9 6 7 )陀よって脱リグニン処理し，得ら
れた腐朽材ホロセルロース 0.1gをフラスコに入れ， 40"C， 真空下で一晩乾燥後，蒸






1. 2.6 ゲル・パーミエイション・クロマトグラフィー (GPC)
フェニカルパモイル化 Lた腐朽材多糖の分子畳分布は， GPC Kよって測定したo装
置は東洋曹達社HLC-'802UR型で，縦陀接続した 2本CD60聞カラム (TSK-GEL
GMH6 • 東洋曹達社)を使用した。フェニルカルパモイ Jレ化したサンプルをテトラヒド
ロプランKO. 2婦で溶解させ，メ Y プランフィルターで痕跡白不溶部を除いた後. 0.5 
Mをカラムにインジェクトした。溶接はテトラヒドロフラン，流速は1.0 mi! / min • 検出
には屈折計を使用したo
1.2.7 結晶化度の測定
腐朽材多糖C結晶化度はX融回折法陀よ D求めた0 !IR塩素直塩法陀よ b脱リグニン処
理じた腐朽材ホロセルロース 200mgをIR試料調製用C錠剤成型器で 5分間 100箔で
加圧し，無配向巴円桓状白試料(20/1lV1φX 1 1l1/l. T)を作製したo Niフィ Jレターによる
Cu-Kαの単色X融棋を装備したX組回折装置(理学電機社，モデル 4032A2)を周Mて官電








られているo香山 (t962a， 1964)は，パルプ原木として D腐朽材白評価に関する
研究で，ヘミセルロースはグルカンよりも分解消失率が高し褐色腐朽菌はマンナンを，






であるグルコマンナ YKは 25%前後Dグルコース残基が含まれているが (Timell， 




質選択性Kついて研究しs 針葉樹材を攻撃する腐朽菌は広葉樹キ νランよ bも針葉樹グ
ルコマンナン陀対してよ b大きい分解力を持ち，一方，広葉樹材を攻撃するも Dは広葉






定する結果は得られ左かったoまた，褐色腐朽菌白 Cxー セルラーゼ， へ主セルラーゼ



































































































を検討したo辺材会よび心材D結果をそれぞれ図 3卦よび図 41'[示したo 多糖成介D升
β←( 1→ 4 )一結合D直鎖状解率を算出する陀あた !J，針葉樹材Dグルコマンすンは





























30 40 50 60 70 60 口 100
信行による盟量減 Weight loss by d民 ay % 
20 10 
カラマツ辺材の腐朽過程陀なける多糖成分の分解率図3.
30 . 40 50 60 70 80 冒~∞






































グルコマンナンよ b卦解されやす<.腐朽の進行ととも KそD関係は逆K左ったo 補色
腐朽菌 PoriaPlacenta o培養描液陀よって，水溶性多糖であるアラピノガラクタンは
















ジラン品、よびグルコマ Y ナ ;/V グル・パ-~エイション・クロマトグラムと分子量マー
カーとして白数種白ポリスチレンむ漕出位置を図 5VC示した C ホロセルロースむクロマ
トグラムではセルロースの重合度分布K相当する第 1Oピークが，高分子側白潜出位置
(26 mJ) trL，ヘミセルロ}スC存在に基づ〈第2Oピークが低舟子側(29 mJJ) trL現













































31 32 33 34 
溶出量 Elution volume 
ホロセルロース， αー セルロース，キジラ y:!>，よびグルコマンナンのグル・
パ-~エイション・クロマトグラムと分子量既知ポリスチレンの溶出位置
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折法Kよb追跡した。腐朽程度白異なる γ ラカンバ材から調製したホロセルロース CDX
蹄回折図を図 8陀示したo得られた結果は. 002面白回折ピークが 28=22.60
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セルロース，と〈陀マンナ Yを選択的に攻撃するととが明らかと在った o また分解を受














きた o 横田(1955)は 19種類白木材腐朽菌を用いてそれらのセルラーゼ活性を比較
し，一般に，誼紙の分解力(cパルラーゼ)は白色腐朽菌が褐色腐朽菌をはるかK上回
9 ，逆(1:Oxー セルラーゼは褐色腐朽菌の方がよ b顕著であると報告してhる。 King
( 1966)は褐色腐布菌 ConiophuTa C6Tebella (イドタク)e:>液体培普からの菌体外
酵素系(1:0 xーセルラーゼ， ヘミセルラーゼ，グノレコアミラーゼ， ラミナリナーゼ，べ
クテナーゼ台よひ・数種。グリコシダーゼ白諸活性を認め元が.C. cerebe IIι 001ーセノレ
ラーゼ活性は非常K僅少であった。 Highley( 1973 )は，白色腐朽菌 3極，福色腐朽
菌 3種を用hてそれぞれのセルラーゼ活性K及ぼす炭素源D影響を検討したが，白色腐
朽菌から 01- j:.~よび Ox ーセ Jレラーゼが誘導的K産生されたの陀対して，褐色腐朽菌で
は01- セルラーゼは見出されず Ox-セJレラーゼは構成酵素として，す左わち，単描類
や非セルロース系白多桔類を炭素源としても産生されるととを認めた。 Ni1 sson(I974) 
は褐色腐朽菌白Ocセルラーゼ活性白尭現Kつhて詳細陀検討し，褐色腐朽菌む結晶セ
ルロースを分解する能力はリグニンK主"$""われたセルロース培地で生ずるもりであ9，
セルロースのみの培地では 01- セルラーゼを産生し左 h と示腔Lてhる。
褐色腐朽菌む産生する多糖類加水舟解酵素は，菌体細胞壁D分解K関与するラミナリ
ナーゼを例外として，いずれも誘導酵素 であるという説(King， 1966)と， 単糖
類や非セルロース系の多糖類を炭素龍としても童生されうるととから，少左くとも Oxー
セルラーゼは構成酵素であると hう説 (Highley， 1973 )があるが¥r;ずれKしても
セルラーゼ，へさセルラーゼ台よび関連するグリコシダーゼの生産Kあたっては In








tDpHは低酸性側白約 1.8 trc:とどまっているととを報告じた。 島薗ら (1955， 




ではシュウ酸を生成する(図 10 ) 0 したがって褐色腐朽菌のジュウ酸の集積損度は培






























Oxaloacetlc acld CO2 hlgh pH low pH ‘ 
図1O. 褐色腐朽菌Kよる炭水化物からνュク醍の生成経路
(De Stevensら， 1951 ) 
培地K集積される』シュウ酸の褐色腐朽trc:$~ける役割は明らかにされて h 左 h。シュ
ウ酸は酸化度の高い化合物であ b炭水化物K含まれるカロリーの大半を菌体が刺用し尽
くした残箇とみられるが， シ=ー ク酸D分担、によって菌体内会よび菌体外trc::t~ける pH o 
調節やイオン強度を平簡化する機能が最小限Dエネルギーで呆されているという考え方
もある(Swif t， 1 9 8 2 )。
褐色腐朽菌はリグニンK包埋された木樹細胞壁中C セルロース，ヘミセルロースを選
択的K分解するが}結晶セルロースを単独の炭‘素源とした場合Kはそれを分解するとと










腐朽む進行ととも K結晶領域のセルロースも次第K分解を受ける ζ とを第 l章で述べた











K揖揖プラスコで約 1週間増殖させたオオクズラタクを接種し， 6~11 日間， 26~27 
.0で評気的K培養した。基本的左培地は水道水 1.tあた.!J，グルコース 20尻ベプトン
10?， イース卜・エキス 1 ?， プナKP 5?， KHz P 04- l?， N a z HP 04- 1 0 0視r;， 
MgS04- 7H20 5001TlfJ， OaOlz 10時， FeSO.4・.7 H~ 0 10 1lfj， Mn So.l・4I-lz 0 
1呼， ZnS04-・ 7HzO 1呼， OuS04-・ 5H20 2 11lfj から構成されてj，~ .t ，鼓菌後K初
発 pHを 5.0¥'1:調整した。オオウズラタクはグルコースを含む培地でシュウ酸を集積し，







培醤披を誼披と菌体陀分別し，菌体は 5.(，む1/lOM酢酸・酢酸ナトりクム緩衝液( pH 
5.0 )を使用してホモグナイザーで磨砕し，菌体内酵素を抽出した。固型培養では， 7.5
.(，o 1/10 M酢酸・酢酸ナトリウム麗衝披(pH3.8 )を住用してプロック状の培地をホ
モグナイザーで磨砕し，培地中医生産された酵素を抽出した o
液体培甚からの培養誼披と菌体内酵素抽出披j:，~よび固型培養からの酵素抽出甑をそ
れぞれ硫酸アンモニタムで 90 %飽和~ L..，一晩放置後，遠心分離Kょb沈蔵部を回収
した。此離を少量白水K溶解しウシ勝脱膜中に入れて，透析外被K硫酸イオンが検出さ
れなくなるまで，脱イオン水K対して透析を続けた。脱塩された粗酵寵甑の不溶部を遠

















マンナンむ卦析結果は 3. 2.2. 2$~ よび 3. 2. 2. 3で述べる。
ヘミセルラーゼ韮質は最終的忙 O.lM酢酸・酢酸ナトりウム緩衝液(pH 5.0 )中で 0.5
%基質暁度と左るよう以下の方法で調製した。キシランは， O. 5.9'を 40meの水に懸濁
させ，沸膳浴で 15卦間加熱し，透明な溶液とした後に 0.166Mの酢酸・酢酸ナトリウ
ム麗衝被 (pH5.0)で金査を 100mE とした。グルコマンナンの場合は， 0.5 9'を予め
0.3N NaOH( 20me)!rc溶解させ， 0.125 M酢酸で全量を 100me とした。
2.2.6 酵素活性の測定
Oxーセルラーゼ，キシラナーゼ，マンナナーゼ沿よび βー グJレヨシタ・ーゼは， カルポ
キシメチルセルロース(OMC.和光純薬，置換度:0.53 )，キシラン，グ Jレコマンナ
ンb よび pーニトロフェエール-s-Dー グルコシド(半井化学7をそれぞれ基質とし，
0.5 %基質(pH 5.0 ) 2 me!rc適当K希釈された酵素液0.5meを加え， 40'0で 10-30分
間インキユベーシヨンした後，生成した還元糖を Somogyj-Nelson ( 1952)法で定
量した。 01ー セルラーゼ活性は L宇試験管K檀紙(東洋雄紙J鉱51， 1 cm x 1 cm， 2 
枚 )27-28呼，粗酵素 10呼， 1/10 M酢酸・酢酸ナトリクム経樹液 CpH 5.0 ) 1 0 m.e 
を入れ，モノ-([)握盟機で 40'0. 24 hインキュベーシヨンを行った。反応、後，誼披中
む還元措畳を S-omogyi -Ne I so n法で定量した。酵素の活性単位は， 40 '0. 3 0分問
。インキユベーシヨンで IμMO単糖を生成する酵素畳を l単位と定義した。
2.2. Z S 0 Sポリアクリルアミドゲル・スラブ電気泳動
オオウズラタク D粗酵素成卦む舟子量の分析むため，スラプ電気詠動装置(アト一社，
ST-I060・SDH型)!rcよ.!J0.1係むドデシ Jレ硫酸ナトリウム (SDS) を含む 10係
むポリ 7クリルアミ Fグル， トリス・グリシン桂樹液(pH8.3)を用いてスラプ電気泳
動を行った。蛋自白染色Uては 7%酢酸忙溶解した 1婦アミドプラ y ク披を使用し， 7 % 
酢酸で脱色した。
2.2.8 オオウズラタケ粗酵素による力ラマツホロセルロースの加水奇解
酵議訓示分解ほ，..'L字試験管区カラ匂ツホロセルロ ι ス20-0呼粗酵崇5.0呼， 1パO
M酢酸・酢酸ナトリクム程街披(pH5.0) 1 Q.m.e宮入れ，モノーむ撞盤機で 40'0，48 















No. of Culture Culture m巴dium pH condition Yie1d of Yield of crude' 
period crude en1:yme 
eulture 1norganic Lowest Fina1 en1:yme 
per carbo-
工nducer. hydrate (days)' I source salt pH pH (rng) used (亀}
1 6 2 % 0.5 " 1.50
b 1.80 Ex* 1，612 0.4 
G1c Hardwood mea1 In*官 344 
2 11 2軍 0.5 " 1.40
b 2.15 Ex* 3，225 0.7 
G1c Buna KP 1n禽禽 378 
3 司 10 2唱 0.5も 2.00 3.25 Ex会12，307 2.5 
G1c Buna KP 1n*'" 396 
3 畑
4 10 2 ， 0.5 % 2.00 3.10 Ex金14，307 3.0 
Bunaho1o-
G1c ce11u1ose 1n食合 563 
5 9 2 亀 0.5も 2.95 3.05 Ex*14，41口 3.2 
Glc Burna KP 1n倉台1，382
6 9 2も 0.5亀 2.30 3.25 Ex-8，224 1.9 
G1c Buna KP In台 1，10.0
7 10 2も 0.75亀 a 2.00 2.90 Ex合24，350 4.6 
Xy1 Buna KP 1n・*工，72
B 8 0.5% 0.75 " 昌 2.75 4.10 Ex合 6，159 3.1 
G1c Buna KP 1n-*1，677 
合 Extrace11ularcrude enz~悶， ** Intracel1u1ar crude en1:yme 
a) caC12 (6g/201iter) and Cocl・2 (40mg/20lit:er) 問 readded to the basal medium. 




1952)，培地の pHを制御しない場合(表 l([)培韮J伝11 9 5 2 ，S h i b amo t 0 ら，ら，
アルカりを添pI-I{[宣が1.4-1.5 VCまで極端に低下した。培韮J砿3-8では，と2)は，




)([)間ではと <VC制御した最低 pH([)値(2.0 -2.95 合K比べて飛間的K向上したが，
差異はなかった。
7 :);~よび 8 (表 1培養経過を示ナ代表例として培養瓜 2.試みた 8目白培養D中で，
参照)の培地の穂濃度と pH ([)経時変化，培養櫨液中K見出された酵素量り経時変化を
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1 5.!'C.示した。培地の p1-を制御し左かった培養である必 lと2では，制御を試みた培
養である瓜 3-81'C比べて Cxー セルラーゼ，キシラナーゼ，マンナナーゼの酵素活性
が低い値であった。とく Kキシラナーゼむ活性は著しく仰えられ，キ γラナーゼ生産の














• CM-Cellulase，口 s-Glucosidase，図 Xylanase
国 Mannanase
~ L-..O..I L---...J L-一一ー 』 L....ー唱ーー」








されるか， あるいは産生されたと して もそれらの一部が pH条件のために失活するもの
と思われる。 トリコデノレマ属の液体培養で，低い pH条件Kセノレラ ーゼが比較的安定で
あるのK対 して， βーグノレコシタ・ー ゼは pH3.0以下の条件で特異的K産生の抑制を受け
るかまたは失活する と報告されている(S ternberg， 1976)。オオウズラタクの場合，
トリコデノレマ属 とは対照的 I(C.s.ーグノレコシタ・ーゼは低い pH条件 で も一定のレベノレで産
生されたが， キシラナ ーゼが pH条件K最も鋭敏であ.l?， 培地の pHを制御すると とK
よbその生産性が著 しく 改善された。
C1ー セノレラ ーゼは， いずれの菌体外組酵素K沿いても Cxー セルラ ーゼやヘミセノレラ
ーゼと比較 して極端に低い活性レベノレKあった。培養必 7と8では， オオウズラタクの
セノレラーゼ生産K及ぼすグノレコース阻害を考慮 して， 培地の炭素源であるグルコースを
キシロースに代替するか (J鉱7)またはグルコ ース濃度を低下させ (J鉱8)， さらK ト
リコデノレマ属のセノレラ ーゼの生産に有効であると報告されている塩化コパノレト と塩化カ
ノレシウ ム (Mande I sら， 1957)を無機塩類 として培地K加えたが， それらの効果は，












































Yie1d of Yiel司dof Weight 10ss Ho10ce11u10se 
crude crude enzyine by' ，decay con七en七
enzyrne percarbo-
hydr.ate used 
rng E も 主
0.0 73.4 
620.7 0.38 25.7 55.6 
795.4. 0.49 32.3 50.9 
832.9 0.52 37.8 46.2 
541.1 0.33 45.8 38.3 














材む見掛けo58 %を消費した o 表 2の腐朽Kよる重畳誠，ホロセル口ース含量品、よび
クラーソン・リグエン含量り各値Kついて，培養強誼K含有されているオオウズラタク




る収量の変化は，培養回数 38日で最高と左 9. セルロース白結晶部舟む舟解が進行し
ているとみられる培韮期間 49~ 63日ではかな b低下した。
国型培養法KよDオオウズラタクから碍られた各粗酵素の比活性を図 17 VC，各粗酵
素Kよる誼紙D加水分解率を表 3VC示した。 Cxーセノレラーゼ，ftー グルコシグーゼ，ヘ
ミセルラーゼとも K培養期聞によって変化せず，それぞれ一定の比活性を示したが，被
体培養からむ粗酵素と比較して Cxー セルラーゼむ比活性は特異的K向上した(図 15 
参照 )0 Cxーセルラーゼむ比率が高〈怠った理由Kついては，液体培養でグルコース酷
















• CM~Cellulase，口 β-Glucosidase，園 Xylanase
冒 Mannanase
















cu1ture L~ aays 25mg/10mg 
38 days 25mg/10mg 
49 days 25mg/10mg 
63 days 25mg/10rng 














のと考えられる。 01ー セルラーゼ K闘しては，基質K対する酵葉D割合を十舟高〈して
各酵素<D01ー セ Jレラーゼ活性を測定したが，誼紙D分解率は培養方法や酵素濃度の遣い
で差が見られず，非晶部升の選択的分解とみられる 6%前後の低い水準KとどまJ;J，固






Culture Hydrolysis Sugar cornposition of hydrolyzate Estimated decomposition ratea 
period rate Man Ara Ga1 Xy1 Glc Cellulose Xy1an Gluco-mannan 
days ¥ 亀 官 も ¥ 亀 も も も
25 18.2 38.9 5.3 4.6 25.3 25.9 3.2 71.9 39.8 
38 23.3 44.2 2.2 5.7 26.5 21.4 2.1 96.5 57.9 
49 23.9 46.0 3.1 6.1 26.4 18.4 1.0 98.6 61.8 
63 23.9 45.0 .3.1 6.4 22.9 22.6 2.5 85.5 60.4 
Liquid 
cu1ture 22.7 46.3 2.7 4.日 20.6 25.7 3.4 73.1 59.1 
No. 3 
a 
Based on the assumption that g1ucomannan is s-(l申4)-linked1土nearpolyt司erconsist-
ing of D-glucose and D-mannose residues in a mo1ar ratio of 1:3. 
-29..;. 
由来するとして計算した。カラマツホロセルロースの加水分解率は，液体培聾(必 3) 
からの粗酵素と同様. 18-24%であ 9.各多塘成分の分解率はセルロースが 1-3 %. 

















Koen i gs (~t 97 2 a 1 97 2 b 1 9 74a 1 9 7 4 b )は褐色腐朽菌が菌体外V-CH2 O2を
生成するととを見出 L..~さJらにH2 0 2 + Fe2十(フェント Y試薬 )v-cよる酸化作用を受
付た木材む重量誠，強度低下i重合度低下，アルカリ可搭性などの愛化が，今褐色腐朽を
受けた材むそれらの変化と非常K類似しているととを報告 Lてhる。綿セルロースK対
する H20iz単独の作用は穏やかであるが， Ha lliwe 1 ( 19 6 5 )は Fe2十の存在下で強h




構成するグルヨースoolS炭素が酸化されてウロ Y酸が生成し， Fe2~対して H2 0 Í! o 
揖庄が低い場合KはO2 ， 03む炭素が酸化作用を受け，アルデヒドを経てカルポキシル
基と左 9.最終的にピラノーース環は開裂するものと考えられている(図 18 ) 0
Koenigs CD提案した菌体外ØH202/Fe2~十系によ右褐色腐朽菌白セルロース分解説陀
対して， H i gl1 J e y (1 9 8 1 a; 19 8 2 a )は， KoenigsOH202 o定量K採用したカタラ←
3ー0ー
o (10 4} OV 0 Cel工ulose
引)'0 C." C~ and C 2' -3 converted to carboxyl group 




ジアニシジン試薬法 (Kerwin，1969)では， 1-2 O2を生成する酸化酵素は l菌株D例
外を除いて褐色腐朽菌の菌体外K見出され左かった主報告している。しかし，供試した
いずれの褐色腐朽菌の培醤披Kよっても p-エトロソジメチルアエりンが漂白された































よbセルラーゼの分画を試み， Cxー セルラーゼリ yチ画分と Fー グルロシダーゼリッチ
画分を得た。 Cxー セルラーゼは酸性側の pHで安定であ 9，至適 pHは 3.2，至適温度
は 60'Cであった。 Baileyら(1969)卦よびKei lichら(1969)は褐色腐朽菌Poly-
porus schweinitzii (カイメ γFク)の培養曜、植から，硫安卦苗，グJレ櫨過，イオジ吏
換クロマトグラフィーによって Cxー セルラーゼを分離精製し，精製酵棄の性質を報告 L
ているo グル櫨過法Kよる精製セルラーゼの卦子畳は 45，000土4.500で，との酵素は酸




イオシ吏換クロマトグラフィーなどによって Cxー セルラーゼを分離柑製した。鞘製セ Jレ
ラーゼの分子量は29，000，至適 pHは4.4，至適温度は 70 'C， CMC (置換度:0.7 5) 
K対するKm値は 13.0 5m@/msであった。
褐色腐朽菌のヘミセ Jレラーゼの舟離精製K闘する研究は. Kingら(1.968 )のキシラ





t ，キ νラナーゼと Fー キシロシダーゼを分離し，キシラナーゼの分子量はグル時過法





Herrら(1 9 7 8 b )は Lenzitestrabeaの培養晴、植の高分子画分からイオジ交換クロ
マトグラフィ-1'[よ!Jsー グルコ γグーゼを分離精製した。精製酵素の舟子量は 320，000
で，酵素的性質はそのCxー セルラーゼ(Herrら， 1978a)(tC類似してが!J，至適 pH
は4.5，至適温度は 75 "cであったo Km値は pー ニトロフエニル，-s-Dー グルコ γ ドK
対して 4.1 X 1 0 -4 mM ，セロピ才ースK対して 16.4X10-4mMで，また精製酵素はア
リル-s-Dー キ γ ロシドK対してもアリル-s-Dー グルコシドと同程度K作用する
ととが認められた。恥lter ら (1980) j:，~よび Highley ら (L981b;1982b) は Poría
placentaの培養櫨液中Kキジラシ""'TYナY，CMC左どの高分子基質K対してと同様，




等電点値(1.8 )の単一バ Y ドを示した。ヂル晴、過法Kよる分子量は 185，000土5，000 
で，またSDSポリアクリ JレアミドグルKよる電気詠動の結果から少な〈とも 5つのサ
プユニ y トによ b構成されているととが確認された。酵素的性質は酸性側の pHで安定
で，各酵素活性の至適 pHは 4，至適温度は 60ー 70"C，キシラ YやCMC左どの高分
子基質K対しては endo型K作用するととが認められた。
木材腐朽菌は培地K生育しさえすれば多少な bともプロテアーゼを生成するととが知





め，菌体外粗酵素(液体培養地 1 表 1参照)(tC含まれるプロテアーゼの酵素作用K及
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キキリアー ンホライト:pH3-1 0， 
400V，40h 
等電点電気~動を試みたが，蛋自の等竜点は 3-5 の範囲 K憤って分布し，とくに各酵
素の等電点は 3.5付近K集っているととが認められた(図 20 pH 範囲 5.5~1 0は
省略)。
第 3章では，オオウズラタクの液体培韮Kよって得られた菌体外の酵業系から 2植の
Cx- セルラーゼ，マ Yナナーゼ，キシラナーゼ品、ょび Fー キシロシダーゼの精製と得
られた各精製酵素の諾性質Kついて述べるo
3.2 実験
3. 2. 1 オオウズラタケ粗酵素白調製
粗酵素の調製Kヲいでは 2.2.4I'C記述した0
3. 2. 2 基質
3.2.2.1 セルラーゼ基質
セルラーゼの基質として(1)-(5)のセルロースを使用した。
(1) カルポキシメチルセルロース(CMC) :和光純薬製品，置換度 0.530 
(2) Cellulose-azureγグマ製品o
-35ー




3. 2. 2. 2 マンナナーゼ基質
マγナナーゼの基質としてカラマツ(Lafix leptole#s )から(6)グルロマジナγを単離
した(Ishihara ら， 1980)0カラマツを 40-80メッ γュの木粉K粉砕し，メタ
J ールで抽出成分を十分Kとb除いた後，水抽出Kよb水溶性多糖のアラピノガラクタ
シを分離した。との抽出済み木粉をE塩素酸塩法Kよって脱リグニシ処理し，続いて
Beel ikら(1 9 67) の方法Kしたがってキシラ Y ，ガラタトグルコマ YナY，グルコ
マYナγの各ヘミセルロース成舟をアルカリで造改抽出した。す左わち，ホロセルロー
スからまず 1% Ba (OH) 2の存在下で 10 % KOHKよbキシラ Yを，続いて l%NiOH
Kよbガラクトグルロマツナ y を，さらK15%NaOHKよbグルコマシナジをそれぞ
れ抽出したo 斗 200~ の示ロセルロースから 4 2.2 ~のグルコマ γ ナ Yが得られ，収率は
カラマツ材あた.t14.0 %，ホロセルロースあた.t21.1%であった。 全加水分解Kよるグ
ルコマ γナシの糖組成はMan72.6 %， Ara 0.5 %， Ga 1 1.6 ~札 Xyl 2.0 %， Glc 23.2 
%であ.tGl cとManの比率は1.0: 3.1であった。 酵素活性測定のためのグルコマジナ
Y搭液の調製方法は 2.2.5K記述した。
3.2. 2. 3 キシラナーゼ基質
キシラナーゼの基質としてシラカジパ(Betula PlatYPhylla )から(7)4 -0-メチル
グルクロノキシラ Yを単離した-(Ishiharaら， .1975)。シラカンパを 100ー 200メ
ジ γ ュK粉砕し，メタノールで抽出成分を十舟Kとb除き，さらK水抽出Kよb水可搭
分を分離した。との抽出胃シラヵ γパ木粉(6 kg)から直接 10 %のKOH溶液でキシ
ラYを抽出し，中耳目後エタノールで枕載させ，ホ→エタノール→エーテ Jレの溶媒置換で
脱水乾燥した。キシラ Yの収量は 928.8 ~で，収率はシラカ y パ材あた.þ 1 5.5婦であ
った。とのキシラシは 2.56%のメトオキシル基， 9.7%のウロ γ酸" 0.63%のクラ -;1
y ・リグニジ， 0.92%の酸可語性リグニジを含有 Lていた。カドキセジ溶棋での固有粘









間 βー エトロフエニル-s-Dー キシロシド:半井化学製品o
帥 セロピオース:東京化成製品o
同 メテル-s'-Dー グルコシド:半井化学製品o
同 メチルー αーDーグルコ γ ド東京化成製品o
その他， (14)一闘の基質はグルコマ Yナyなよび 4-'-0ー メチルグルクロノキ γ ヲYの
酵素分解生成物よ b単離し，使用した(第 4章参照)0 
U4) マγ ノピオース
同 0-s -D -'Gl巴ρ一(1→4 )ー D-Man
制 0-(4 -0 -Me-a-D-GlcpA)ー (1→2 )ー D-Xyl
3. 2; 3 酵素活性の測定
Cxー セルラーゼ，マ Yナナーゼ，キシラナーゼの酵素活性の祖IJ定は 2.2.6Kしたが
った。 s-Dー キシロシダーゼについては，フェニル-s-Dー キシロシドを基質とし，
0.25%基質(p H 5.0 ) 2 miK適当左濃度の酵素披 1/2miを加え， 40"Cで5-30分間







s-Dー キシロシダーゼの精製のためK. t-アミノフエニルー 1ーチオ-s-D-
キシロピラノシドをリガ Y ドとする Sepharoseを調製した。膨潤桂，安定化剤を除去し
たCNBr活性化CH-Sepharose4 B ( 5t;) Kりガ Y ド(5 O~) ， カルポジイミド (800
~)を加え，総容量を 40mi とした。 ζ のグルサスペシジョジの pH を HCl で 5.0 K 
調節し， 2 4 h室温で掻盟撹拝を続けた。反応、後，未結合のリガシドをグルから完全に
洗h流し i Sepharoseーリガジド結合体を麗街液K平衡化させた0'
3.2.6 幅気流動
ディスクの電気詠動は OrnSteinとDavis( 19 64 )の方法KL-たがい， トリス・グリ
???
γγ経街被系で 7.5 %ポリアクリルアミドグル(pH8. 3 )で行ったo蛋白質の染色Kは
アミドブラックを使用した。
等電点分画は 110 me容のLKB等電点分画用カラムを使用したC両性電解質はキャリ
アーアジホライト (LKB，pH2.5-4と3-1 0 )を使用し，カラム内の密度勾配はエ
チレジグリコール(0 -7 '5%， v /v )で作成した。
3.2.1 分子量の測定
精製酵素の分子量の測定はグル時.過法または超遠心分析によ b行った。グJレ措.過法は，
Sephadex G-l 00のカラムを用いて，分子量既知の標準蛋白質， ガ Yマグロプリ y
( 160，000 ) ，ウシ血清ナルプミ γ(67，0 0 0 )，オプアルプミ '.1( 4 5，0' 0 0 ) ，ミヨ

















精製した Cxー セルラナゼによるり γ酸膨潤セルロースの加水分解生成物の検索は}
TLC，( TLC plasticsheet -silica gel' 6:0，メルク製品)i'Cよ b行った。 展開剤は




3; 3. .1 1 Cxー セルラーゼの精製
Cxー セルラーゼ ('1 ，4 -，. s -D ~ Glucanglucanohydrolase， EC 3. 2: 1. 4)の
精製Kは液体培養Na.7，(表 1参照);から縛られた菌体外粗酵素を使用した。
粗酵素(6，7951吻)を先ずグル櫨過カラムクロマトグラフィー (Sephadex G-l 00' ) 




分をそれぞれ0・1M酢酸・酢酸ナトリウム経衝被(p H 3.8)で平衡化させたプエオ Y空
換カラム (DEAE




2つのセルラーゼ精製画分(皿-2ィー(Sephadex G-7 5 )で精製した(図 21 ) 0 
































30 20 10 
(図 22 )からもill-2 -1 ，町一 3-1とも K高度K精製されているととが確かめら
それぞれ非常K近い等電点を持つわずかのキシラナーゼを含有しているととがれたが，
認められた。精製酵素の等電点はID-2-1が 3.4 5， IV -'3 -1が 3.55であった。
???
和製過程に会ける蛋白とセルラーゼ活性の回収率表5












l 100 37，900 1.11 100 6，795 Crude enzyme 
2.9 43.5 16，500 1.06 14.7 1，000.4 宜主G-100， 
5.1 26.1 9，900 1.7日5.1 347.7 m-2 且-50，
9.0 19.8 7，540 1. 89 2.2 147.5 m-2-1 G-75， 
3.1 25.8 9，800 1.03 8.3 563.7 G-l00， V 
A-50，.V-3 4.4 16.3' 6，190 1.64 3.7 253.1 
9.2 13.8 5，250 1. 87 1.5 104.8 G-75，' V-]-l 
























































































3; 3.1. 2 Cxー セルラーゼの性質
精製 Cxー セ Jレラーゼ (ID-2'-1.町一 3← 1)の作用K及ぼす pHと温度の影響
をそれぞれ図 23 ，図 24VC示した。両 Cxー セルラーゼの至適 pHと至適温度はID-
2-1が 3.15と61.'C，町一 3-1が3.1 5と51 'cであった。酵素の pH安定性に
ついては，暴露時間 20h，25'Cの条件で両 Cxー セルラーゼとも pH2.0 -8.0の
間で安定であb似かよっていたが(図 25 ) ，熱K対する安定性では 10分間加熱の条
件でill-2-1が65 'cまで安定であったのK比べ，町一 3ー 1は40ー 65'Cで部分
的左失活が生じ熱にやや不安定であるととがわかった。(図 26 ) 0 
褐色腐朽菌はグルコースを含む培地でシュウ醍を集積し，菌の生育Kとって不適とみ
られるほどK培地の pRを低下さぜるととが知られているo そとで， ill-2← 1， IV-
3'--1の Cxー セルラーゼ活性K及ぼすシュウ酸謹直の影響を検討した。 0.1M酢酸・
酢酸ナトリウム緩衝液(pH 5.0 )中での反応をロ Y トロールとしたとき，図 27VC見ら
れるよう K適当左檀度のシュウ酸の存在(0ー 0.1M ) VCよb両 Cx-セルラーゼとも





Meta1 ion Re1ative enzyme activity (亀}
m-2-1 1I-3-1 
B 昌2+ 107.6 106.4 
c 司2+ 93.1 自習 .9
C02+ 124.0 96.8 
cu2+ 53.5 70.0 
Fe2+ 115.6 103.5 
Fe3+ 94.1 101.5 
Hg2+ 0.0 0.0 
Mg2+ 89.0 105.0 
Mn2+ 46.0 11.9 
Ni2+ 120.8 日目.9
Pb2+ 89.9 70.3 






両 Cxー セ Jレラーゼとも Hg-Z+，
Mnz+によ b苦しく失活し，また
C a2+ ，C uZ+， Pb2+VCよb一部
失活を受けるととがわかった(表


































































































































精製 Cxー セノレラーゼ(皿ー 2-1， IV-3-1)の各種の基質K対する比活性を表
71(C示した。 両 Cxー セノレラーゼとも Kセ匂ピオース， ρー ニトロフェニル-s-Dー
グノレコシド，キシロビオースなどの Pー グ リコ シドK対して全く作用せず，また澗紙や
アピセノレのよう左結晶性のセルロース基質K対 しで も分解率は極めて低<. 4 8 hのイ
シキ ュベーショシで還元糖の生成は 2.0 -2. 7婦に過ぎなかった。 Cellulose-azureや
表7 各種基質K対するセルラーゼ血ー2-1，IV-3-1の酵素活性
Substrate Concentration 工ncubation Specific activity 
of substrate time unitsjmg'enzyme 
も 立1-2-1 lY-)-l 
CMC 0.4 4 min 51.1 50.1 
Ce11u1ose- 0.5 24 hr 0.102 0.091 
azure 
Swo11en 0.5 24 hr 0.068 0.108 
ce11u1ose 
Fi1ter paper 0.5 48 hr 0.0074 0.0072 
Avice1 0.5 48 hr 0.0080 0.0060 
Ce11obiose 0.5 24 hr 0.0 0.0 
p-Nitropheny1- 0.2 1 hr 0.0 0.0 
s-D-g1ucoside 
Xy1an 0.4 1 hr 0.99 0.26 
Xy1obiose 0.5 24 hr 0.0 0.0 








程度分解の進む ζ とが認められ ，2 4 hのイシ
キュベーションで還元糖の生成は 14-19%
K達 した。市販のセノレラーゼ活性測定用の基質
である Ce11 ul ose-azureは Clーセルラーゼ活性
を失〈セノレラーゼ標品Kよって も分解されると








































櫨過法 (Sephadex G'-1 0 0 ) vcよb既知
分子量の査自の溶出位置から皿-2-1が 39，500，N-3-1が 16，0 0 0と推定された(








Source Investigator pH pH Temtpim .TEmp.Molecular 
optimum stability ロp 凶n stability禽 weig~t.~3
x 10 
Poria vaitZan主ii Sison et aL， 3.0 2.0開 7.5 60・c 70.C 1958 
PoZyporuo sah~eini志 lI ii Keilich et aZ.， 4.0 2.6-7.5 60.C 70.c 45土4.51969 
Lonll五色ostrabea Herr o孟 at.， 4.4 70.C 29 1978a 
Tyromyoes patustris DI-2-1 3.15 2.0 -8.0 61"C 66・c 39.5 
IV-3-1 3.15 2.0 -8.0 51・c 56.c 16 
* Temperature caused 50も 10s5of the origina1 activity. 
-44ー
少ないが(Sisonら， 1 9 5 8 ; Ke ili chら， 1 9 6 9 ; Heri-ら， 1978a)，オオウズ
ラタクの Cxー セルラーゼ (ill-2ー し N-3-1) との比較を表8VCまとめた。報告さ
れたいずれのセルラーゼもエジド型のグルカナーゼ(1， 4 -s-D-Glucan glucano -




1lI-2-1 : 2.7 Om~/m2， N-3-1 : 3.2917甲r/miの植が得られたが f図 30 ) ; Lenzites 
trabeaのCMC(置換度:0.75)を基質としたセルラーゼの値 13.05呼r/mi(Herrら，
1978a)I'C比較してオオウズラタケの両 Cxー セルラーゼはー桁小宮 I.r>Km値であっ
た。










? 、 ? ?
?
?
図30 Cxー セルラー ゼ柑製函分III-2-1(上)
とIV-3-1(下〕の反応速度に及ぼす
韮質捜度の影響
基質浪度:0.25 -8.0司/11ι O.lM 
酢酸・酢酸ナトリウム
緩衝液， pH5.0 




マγナナーゼ (l，4-s-D←Mannanmannanohydrolase， EC 3.2. 1. 7 8 )の精製K
は抜体培養No.1 (表 1参照)から得られた菌体外粗酵素を使用したo との粗酵素標品の
特徴は，培醤期間中一切 pH制御を行わ左かったため異常K低I.r>pH条件下(pH1.4-
1.8 )で産生吉れたととであるo との粗酵素標品を用いて， 5 %7 :yモエア水K置載処理










Hydro1ysis Sugar compositionof hydro1yzate 
rate も Man Ara Ga1 xy1 G1c も)
3.7 63.7 2.0 7.8 15.6 10.9 
4.3 58.0 1.7 6.5 5.1 28.7. 
Reaction condition: Substrate 200 mg， emzyme 50 mg， pH 5.0， 40oc， 4自h
(Shirak出nba}or <10h incubation (Karamatsu holocellu-
1ose} 
ロース(Sudoらt 1976) の糖化を試みた。とれらの前処理されたシラカジパ材台よ
びカラマツ材はセルラーゼやヘミセルラーゼの攻撃K対 Lて十分基質とな1，る ζ とが
報告されているが，表 9.K見られるよう K糖化率は 4%前後K過ぎなかった。糖化植の
糖組成分析Kよ!?，いずれもマヅノースが主構成糖であるととが認められ，またマジナ
ジは広葉樹材でグルコマ yナY として，針葉樹材ではグルコマジナ Yやガラクトグルコ
マジナ γ として存在するζ と，さらK両基質K対して糖化率の低かったととを考慮する
と，との粗酵素はマ Y ナナーゼなよび Fー マユイノシダーゼリァテであ!?，マジナナーゼ
の精製を目的とするのK適すると推定された t図 15参照)0 徴生物起原のマ Yナナー




粗酵素(1，9 0 O~) を先ずグル櫨過均ラムクロマトグラフィー (Sephadex Gー 75)
で分画したが，マジナナーゼの活性画卦(l，図 60参照)は 2つの Cxーセルラーゼ
成舟(皿-2-1，N-3-1 )よbも高分子領域K，をたグリコ γダーゼ活性画舟(I)ょ b
も低分子側K溶出するととが認められ， Sephadex G-7 5の分子舗がマジナナーゼ以外
の成分との粗分別に有効であるととがわかった。持られたマジナナーゼ活性画分(ll)を
0.1 M酢酸・酢酸ナトリクム援衝液(P H5. 0 )で平街化させたアニオ y吏換カラム
(DEAE Sephadex A-50) ¥'c.吸着させ， NaCl<のグラジェ y トでマ yナナーゼの分離
を試みたo マシナナーゼは 0.3ー O.4MのNaC1謹直で溶出 Lた (ll-3)ので，その画分
をさらにグル摺過カラムクロマトグラフィー(Seph，adex G=:-7 5 )で精製した。図31K
-， 46ー
Cs 3 
富gE cU‘1.0 ト2〔 1.5 乞ロaコ句』
日.5ト :T ¥"¥ ' 寸，0.5
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示したよ 5t'L， ~y ナナーゼ精製画分( II-3-





















pH2.5-4， 400V， 40h 
た。精製マシナナーゼKは， CMC，キ γラγ，アリル-sー グJレコシド，セロピオース
長よびマ γ ノピオース K対する活性は認められなかった。粕製過程K晶、ける蛋白とマ Y
ナナーゼの回収率を表10 t'Lまとめた。
-' 47 -'
表 10 精製過程VL:j;;、ける蛋白とマンナナー ゼの回収率
puri王ication protein Recovery E280/e:260 Re1ative Recovery Re1ative 
step mg も enzytms合e も purity ratio un~ 
Crude enzyme 1900 100 1.19 2287.4 100 l 
G同 75，I 372 19.6 1. 36 1313.7 57.4 2.9 
A-50，立-3 69.2 4.7 1. 84 512.1 22.4 4.7 
G-75， I・3-1 67.3 3.5 1. 86 479.4 21. 0 6.0 



































マジナナーゼll-3-1の作用K及陪す pHと温度の影響をそれぞれ図 33，図 34!'L
示したo マyナナーゼの至適 pHは3.5ー 3.8VCあ!J，至適温度はか左 b高温で， 7 5 'cで
あった。精製酵素の pH 安定性Kつhては，暴露時間 20h ， 25 'Cの条件で広~pH
範囲 (2.5-10)で安定であ!J(図 35 ) ，また熱K対する安定性でも高温域で安定
































され， 70'Ct'C卦hても約 80婦の活性が残存してhた。しかし， 8 0 'Cではほとんど
完全K失活した。本精製酵素が熱安定性にすぐれているととが認められたのでiグルコ
マY ナツを基質とした場合の反応速度K及ぼナ温度の影響を検討したo ，~.8 'Cから 5 戸
℃の温度範囲で，反応速度の対数 ('logK)と絶対温度の逆数(l/T)の間K良好左直融
関係が認められ， Arrheniusの式から求めた活性化エネイレギーは 10，500cal/II10112あ
った。(図 37 )'0 ¥ B 
マシナナーゼ活性K及ぼす各種の金属イオシ(2mMと5mM)の影響を 0.1M酢酸・
酢酸ナトリウム緩衝液(pH5.0 )中で検討したが，マ Yナナーゼll-3-1はHg2+陀よ
b著し〈失活し， 5 mMのCu2+，玉、e341 MEE十，拍12+忙よ b一部失活を受け，また
Ba241 Ca241 e。241 Ni 2+， Z22Lトの存在Kよb安定化されることがわかった(義11)。
本精製酵素の分子量は超遠心法Kよって推定した。図 381'C見られるようl'C，マ yナ
ナーゼll-3，--1は超遠心的K単一で，抗降係数は 3.65Sと算出され，本精製酵素の拡散
係散を 0.56X 1 0-7cnV臨，比容積を 0.74 c1il/ s' 































法Kより求めた， (図 3'9 ) 0 pH 5.0 ; 40"Cの反応条件で本精製酵素のKrnーは 1:20x 
グルコ
ガラグトグルコ-:q:;/ナ γ)の構造の差teよb同ーのマ γナナーゼ標品でもKrn
値はか左 b変動するが(霊水， '19 72 ) ;本精製酵素の瓦mは Bacillussubtilis起原
のミシテナーゼの目Krn 一一("~7.k， 1:97・2: 2:8-':-5. 9呼/視e)に比較して大きい値であるた。




一般I'C. セルロース分解性の徴生物からの酵素標品Kはキ γ ラナーゼ(1 ， 4~ß-::-D­




常K困難である(品l1g1'e抗ら， 1 967 a， b ; Erikssonら， 1 9 6 8 ; Erikssonら Varadi
ら， 1971 ; Herrら， 1 9 7 8 a ;. U1'bヰriekら， 1'97 8 ; Zalewska-Sobczakら， 1981)0 









ら得られた菌体外粗酵素 (3， ~b. 8mg:')を使用した0，i!.の培聾では培地の pH制御を行わ
グルコースが完全K消費された時点(培養 3日経過後)ー で， pHは最低の1.71'Cまず，
ス 2弼，
で低下し， その後援やかK戻bはじめ，培養終了時.(1 0日後)の pHは 3.55であっ
た。
先ず粗酵素をグル時過カラムクロマトグラフィー(Sephadex 9"-7 5 ) で分画したが，
キシラナーゼの主要画好(II)は蛋自の 1番目と 2番目のピークの谷K位置し， Cxー セ
ルラーゼの溶出位置よ bも少し高分子側であった(図 40 ) 0 高分子側の蛋自の 1番目
のピークの溶出位置にも，・キデラナーゼ， ，Cxー セλ(，7iゼの活性が認められたが，同
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tJ(~キシラナーゼ活性画分 OI)からキ γ ラ
ナーゼ成分と Cxー セ Jレラーセ・成分K卦月りす




Sephadex A -5 0 ~凪着させ，蛋白量，キシ
ラナーゼ， Cxー セルヲーゼの凪着率を測定
した(図 41) 0 その結果， DEAESe.陶 dex
A-50のカラムでキシラナーゼと Cxー セル
ラーゼを分離するため 1'(，酢酸・酢酸ナトリ
ウム緩衝被の pH，イォ y強度を pH6.0J 
0.1μ→pH5.0， 0.3μ→pH4.0， 1.0μ とステ
0.1 M CH3COOH-CH3COONa buffer 















P X CP X C P X.C 
0.3 M CH3COOH-CH3COONa buffer 
pH 4.0 pH 5.0 . pH 6.0 
P X C P X C p XC 
1.0 M CH3COOH-CH3COONロbuffer




PXC PXC PXC 
図41 キシラナーゼ精製のためのDEAESephadex 
A-50イオン吏換クロT トグラフィ-11(:1;..ける溶出




キシラナーゼリ y テの酉分 (II-S3)イオ Y~換カラムクロマトグラフィーによ.þ ， 
ζの画卦をさらKグル描過カラムクロマトグラフィー(8ephadex G'-'-l 00) が得られ，
キシラナーゼの主要ピーク (II-グル時.過クロマトグラフィーにj;~tr..て，で精製した。
2番目の蛋自のピークと溶出位置が完全K一致したが，同様K83-2)は左右対称で，
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キャリアーアンホライト:pH3-1 0， 40 Ov， 































l 工006334 1.18 100 3278 Crude enzyrne 
1.54 64.8 4103 1. 35 42.0 1377 立G-7S， 
3.78 22.7 1441 1. 88 6.0 197.0 A-50 I II-S3 
16.96 
合 Onexy1anaseunit was defined as 1 ~rno1e 可10se equiva1ent 1iberated per 30 rnin 
at 40oc. 
-53-
16.8 1066 1. 90 1.0 32.8 II-S3;"'2 G-100， 
のキシヲナーゼと CX --2.セルラー ゼのそとで，精製キシラナーゼ画分(]J-S3-2)
キシラナーゼ画分(]J-S3)の等電点電気詠動新た在分離の可能性を検討するためt'L，
を試みた。等電点電気誌動Kょ9，相異在る 2?の蛋白ピーク(等電点 3.0，3~6) が雷、
-枯られたが，画分(]J-S3)t'L含まれるキシラナーゼと Cxーセ Jレラーゼの等電点はそ
キνラナーゼの精製は国分]J-S3-2の部分精製Kとどめれぞれ 3.6で一致したので，









? ?。 。???? ??????????
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ー
















と温度の影響をそれぞれ図 44 ，可図 45 t'L 
示した。キシラナーゼの至適 pHは 3.5，
.至適温度は高<7 6 'cであった。また， pH: 




用は 0.1~ 1. 0μ の範囲でイオシ強度と反
比例の関係Kあーった(図 46 ) 0 。H3.86 1.6 
1.q 精製酵素の pH安定性Kついτは，暴露
2 5 'cの条件で，広い pH時聞が 20 h， 
1.2 
範囲 (2.5-9 )で安定であるととが認め
1.0 また，熱K対する安定fられた(図47 } 0 
0.8 性では，精製酵素が安定である pH3.8 6 
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国46 キジラナーゼ柑型画分n-S3-2 pH 
の酵素活性K及ぼすイオン強度 国47 キシラナーゼ柑製画分1I-S3-2
の影響 のpH安定性





ヨ 2日 Metal ion Re1ative enzym邑 activity (も}
g0ι 一・ 2 mH 5rnM 
40 50 6日 7目 BO 90 
. 100，.-.一一・一¥¥ Ba2+ 126.0 116.4 
¥ 包〉口 関 . Ca2+ 128.1 98.5 -=日 co2+ 119..7 86.8 320 cu2+ 
畠'" 一ー・ 111. 6 80.3 
向。 50 &0 70 却 90 
Fe2+ 79.7 TeI'Ileroture，・E 89.3 
図48 キジラナーゼ精製画分n-S3-2
Fe3+ 29.6 7.4 
白温度依存性 Hg
2+ 0.0 0.0 
Mg2+ 117.9 86.8 
Mn2+ 45.1 20.8 
Ni2+ 110.7. 29.7 
Pb2+ 105.9 90.1 




Mn2+， Ni 2+κ ょb著し〈失活し，ま
たBa2+， Zn2+の存在Kよb安定化され
るととがわかった(表 13 ) 0
キシラナーゼ n~S3-2 の分子量はゲ
ル櫨過法(Sephadex G-1 00) Kよb求
めた。舟子量マーカーとしての教祖の蛋
自の搭出位置から本精製酵素の升子量は











伺 1∞ 120 14日 160 1印
EJutlon vollJ1膚，町l
図 49 ゲル源過クロマトグラフィー による
キシラナー ゼ精製函j}II-S3-2の
分子量の推定
a : ;ガYマグロプリン， b:ウシ血清ア




ß~D ーキ γ ロ γ ダーゼ( s-D-Xyloside xylohydrolase， EC 3.2.1. 3 7 )の精製
Kは液体培養Na.3 (表 1参照);から得られた菌体外粗酵素を使用した。との粗酵素標品
( 5 0呼)を用いてカラマツホロセルロース (200mg)を加水分解したととろ，ホロセ
ルロース K存在するキシラシの 73%がキシロース托まで棺化され(表4参照)，との
粗酵素標晶Kキシラナーゼ合よび s-Dー キシロシダーゼがかな b含まれていると推定
された。
粗酵素(2，740碍)を先ずグ Jレ櫨過カラムクロマトグラフィー (SephadexG-l 00) 
で分画したが， s-Dー キシロ γグーゼ活性画分 (L図60参照)はキジラナーゼ活性
画分(ll):から高分子側K分離し. Sephadex Gー 100カラムの排除体積K近い位置K溶
出した。との高分子画分(I)は各種のグリヨシダーゼ活性を含んでな.t，グリカナ←ゼ活
性画分(n， m， N)よbも，通常電気詠動的K多くの蛋白成舟から構成されてh るの
で， s-D ーキシロシダーゼの効率的精製のためアフイエティクロマトグラフィーを試
みた。ナ左わち J s-Dー キシロシダーゼK対して匝害剤で，かつフリーのアミノ基を
有する Pー アミノフエエルー 1ーテオ-s-Dー キシロピラノシドをリガシドとして
( Pazur， 1 9 81) ， C N B rで活性化したCH-Sepharose4 B t'L結合させたアフイニテ
イカラムを調製した。図 50 K示したように ，s-Dー キ V ロシダーゼ活性を含ままh
























































との画分(I -2 )をさを含む緩衝液で溶出した。1M NaCl 活性画分(1 -2 )は
升子量で分画したが，らKグル暗過カラムクロマトグラフィー(Sepharose C L-6 B ) 
の異在る 2つの s-Dー キシロシダーゼ活性画分(I-2ー し I-2ー 2) W::分離され，
グJレ描過クロマトグラフィ-W: $' ~て蛋自のピークと酵素活性のピークがそれぞれよく
重な b合って$'!J'.低分子{則の画分 1-2-2が s-Dー キシロシダーゼの全体の活性の
大半を占め，主成分であることが判明した。精製キシロシダーゼ画分 1-2-2の純度の
簡サイズの異7I:るグル櫨過カラムクロマトグラフィー (SephadexG-1 00) 検定のため，









???E~~~/E 280' ~260 
ratio 
Recovery Protein Purification 
step 
耳もmg 



















で分画を試みたが ，蛋白と 酵素活性の ピークが左右対称で完全K一致する とと が確認さ
また，精製画分 1-2-2の紫外吸収スベク トノレは e280/e260比が 1.91れた (図 51 
の典型的な蛋自のカーブであった。粕製過程K公ける蛋白 とs-Dー キシロシダーゼの
回収率を表 14にまとめた。
本精製酵素はディスクのポ リアク リノレア ミドグノレ(p H 8.3 )電気詠動で単一のパ ソド
また，狭い pH範囲(pH 2.5 -4)の等電点電気詠
動の結果か らもキシロシダーゼ 1-2-2は単一の成分Kまで精製されているととが確認
であるととがわかった(図 52 ) 0 






































キャ リアー アンホライト :pH2.5-4 
400V， 40h 










s-Dー キ シロシ ダーゼ 1-2-2の作用
K及ぼす pHと温度の影響をそれぞれ図54，
図 55 VL示したが至適 pHと温度は 4.2と
7 0 'cであった。 本精製酵素の pH安定性




。また熱K対する安定性試れた(図 56 ) 0
10 11 
DH 





57)。温度が 65 'c以上K念る と徐々 K
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品目 50 印 70 80 90. 目。
T田J)..・E
国57 s-Dー キシロジダー ゼ柑製画分
I-2-2の熱安定性





0.1 M酢酸・酢酸ナトリ Iウム桂街甑(.pH 
5.0 )中で検討したが，本精製酵素はHg2+，
Fe3+ vcょb著しく失活し， Ba 2+，Ca2+， 
C02十 Fe2て Ni2+， Pb2+の存在Kよb





(図 58 ) ，本精製酵素の拡散係数台よび
比容積をそれぞれ 0.56X 1 0-1 ctfi/:問， 0.74 
crR./'l (Whi taker， 1 954 )と仮定するとと





表 15 s-Dー キシロシタ・ ゼー活性K及ぼす金属イオン
(2mM， 5mM)の影響













図58 シュ リー レン法Kよる s-Dー キシロシダ
ーゼ精製函分 1-2-2の超遠心沈降パ
ター ン
回転速度 :4 5，0 0 0 r pm， 
酵素汲度 :0.1 23% 

































表 16 Vてま とめたが，本精製酵素Kαー
グノレ コシダーゼ，広葉樹キシラ γの側鎖
である ウロ シ酸残基の遊離を触媒する
αー (1→2)ー グルク ロニタ・ー ゼ Cx一
セル ラー ゼ，キシ ラナーゼ，マソナナー
ゼの諸活性は認め られ念かったo s-D 
ーグル コシグーゼの各種基質K対 して，
本精製酵素はいずれ も十分作用すると と





Enzyme Substrate Concentration Specific of substrate activity 
も unitsjmg 
s-G1ucosidase Cellobiose 0.1 37 
p2lJ--Nitrops hl・eny1幽 s-
g1ucoside 0.2 110 
Methy1-s-D- 0.2 18 g1ucoside 
0・s-D-G1cE-(1"'4)・ 0.1 27 D-Man 
B由 Xy10sidase Xy1obiose 0.1 18 
Pheny1-s-D-
一0.2 9.0 xy1oside' 
s-Mannosidase Mannobiose 0.1 2.9 
a-G1ucosida.se Methyl-a-D回 0.2 0.0 g1ucoside 
a-(1-2)ー O-(4-0-Me-a-D- 0.1 0.0 G1ucuronidase G1cEA) -(工+2)-D-
Xy1 
Ce11u1ase CMC 0.4 0.0 
Xy1anase Xy1an 0.4 0.0 
Mannanase G1ucomannan 0.4 0.0 
.，.yノピオース K対ナる反応速度比は 6: 12: 1であった。
本精製酵素は電気詠動的Kも超遠心的Kも単一成分である ζ とが確認されたが， s-
Dーキ γ ロシダーゼ活性と同様s-Dー グルコシダーゼ活性を持つととが認められた。
そとで， s-Dー キシロシダーゼ， s-Dー グルコシダーゼの両活性が酵素分子内の同
ーの活性中心K由来するのか否か，反応動力学的左検討を行った。先ず，本柑製酵素の
フエニル-s-D-キシロシドbよび ρー ニトロフェ '::'Jレ-s-D-グルコシドK対す
るミハエリス定数を Lineweaver-Burkのプロットよ b求めたが，それぞれ 7.1X10-1





V=l+ Kn1/S ( 1+ i/ Ki) ( 3. 3. 4. 21 ) 
本精製酵素が相異まる 2つのグリコジタ・←ゼ基質，す左わちフエニル-s-c-Dーキシ
-61ー































ロνド(P-X)$"よび ρー ニトロフエニル-s-Dー グルコシド (Np-G)と同じ活性
中心で作用すると仮定すると，酵素反応はっき'のよう K考えられるo
E+P-X二二二二二三 E(P-X) 
E (P-X) 一一一一一.~ E+products (X+P) 
E+Np-G :::二二二三E(Np-G)























( 3.3.4.2.2 ) 




l+x/九+g/Kg ( 3.3.4.2.4 ) 
本精製酵素が 7 エニルー s-Dー キシロシドbよび ρー ェトロフエニル-s-Dー グル
ロ「シドK対して同じ活性中心で作用すると仮定すると，両基質の共存する反応系での全
体の反応速度は(3. 3.4. 2.4 )式K従うものと考えられる。一方，本精製酵素が両基質
K対して互K異なる活性中心で作用すると仮定すると，両基質が共存するときの全体の
反応速度は各々の基質が単独K存在するときの反応速度の単純在来日になると考えられるo
全体の基質濃度を ;2.5呼/耐とし，7エニル-s-Dー キシロシドと ρー ニトロアエニ Jレ
-s-Dー グルコツドの構成割合の異左るそれぞれの反応系での測定結果(表17 )か
表 17 フzニル-sー D キー・ンロシド(p-X)とρー ニトロフェニル s-Dー
グルコシド(Np-G)両基質の構成割合の異在る反応系でのs-Dー
キγロシダー ゼ精製面7.t1 -2-2の反応速度
Concentrotlon of Veloclty for eロch Vt Vt 
substrote Indlvldudl substrate observed ca1culate 
Np-G P-X Vg Vx Vg+ Vx 
)(10ー2% )( 10-2% 
2.5 22.5 0.138 0.024 0.162 0;041 0.078 
5 20 0.22句 0.023 0.247 0.100 0.120 
一一一一
10 15 0.272 0.021 0.293 0.199 0.191 
15 10 0.287 0.018 0.305 0.27句 0.2句7
20 5 0.314 0.012 0.326 0.287 0.291 
d 
ら，本精製酵素の全体の反応速度は(3. 3. 4. 2. 4 )式K一致していると判断され，本精





マYナナーゼ，キシラナーゼ，s-Dー キ γ ロγダーゼをそれぞれ舟離精製し，各精製
酵素の蛋由化学的左らびに酵素化学的諸性質を明らかにした。
オオウズラタクの菌体外粗酵素をグル櫨過カラム(Sephadex Gー 75または Gー 100)
で卦画すると，培養条件によって溶出パターシの相遣は認められるが，一般K眼光度
280nmI'C吸収を持つ 3種類のピーク(分子量の大きいl聞にA，B. Cとする)が得ら
れ(図 60 ) ，肉眼的特徴としてピーク Aは白濁，ピーク Bは無色透明，ピーク Cは褐
色を帯びてhた。本章で分離精製した各酵素成
介とピーク A，B， Cとの関係では， s-Dー



















一致し，マジナナーゼ (ll-.，3-1)とキ γ ラナ
ーゼ (ll-S3-2 )はピーク AとBの谷間¥'r..
Cxー セルラーゼ (ill-2-1)はピーク B¥'r.一
致し，また Cxー セルラーゼ (N-3-1)はピ
ーク Bとcの谷間K位置した。ピーク Cは分子









の C xーセルラーゼや ß~D ーグルヨシダーゼの性質( Si sonら， • 1 9 5 8 ; Kei1 i chら，
1969 ; Herrら.1978a， b)とよく一致してhる。分子量Kついては，徴生物起原の
酵棄の場合，グリカナーゼはグリヨシダーゼよ bも小さい舟子量を持っと提案されてい




Enzyme Fraction pH pH Temp. 
ロptimwn stability optimum 
Cx-Ce11u1ase 
耳1-2-1 3.15 2.0-8.0 610C 
cx"cellulase ]]-3-1 3.15 2.0-8.0 51・c
Mannan且5e 立-3-1 3.B 2.6-9.0 750C 
Xy1anase 立-53-2 3.5 2.6-9.0 76.c 
日-D-xy10sidase 工ー2-2 4.2 2.0 -自.0 70・c
* Temperature cau5ed 50も 1055of the origina1 activity. 
a by ge1 fi1tration 
b by u1tracentrifugation 
Temp. Ho1ecu1ar 150e1etric 
stabi1ity* weight point 
66.C 39，500a 3.45 
56.C 16，000a 3.35 
760C 6ユ，000b 3.45 
76.C 51，000a 3.60 




Lenzites trabeaからの精製s-Dー グルコシダーゼKもs-Dー キシロシダーゼ活性
が認められ(Herrら， 1978b)，また Poliaplacentaからグリコシダーゼ基質K対し
てと同様多糖類に対しても作用する基質特異性の広い酵素が報告されて卦，1)(Vilol ter 
















はあるが〔材あたり 10":'"3 5骨)，館 a 山森(1951 )がハルニレ材のキシランについ
・て報告したよう VC，その構造はβ一(1→ 4 )結合したキシロース主鋭からなり，それ
に側鎖として 9個のキシロース残基あたり 1個のo-メチ Jレー DーグJレクロン酸が直接
結合している。その後，ムspinallら(195:1)VCよるプナ材から直接アルカリで抽出し
たキシランのメチル化研究Kよって 4-0ーメチルグロノキシランは 4-0 ーメチル
グルクロン醸の単一側鎖がキシラン主鎖中のキ γ ロースのC2の位置Kα ー(1→2 )結合
したものであることが明らかとなった。この 4-0ーメチルグノレクロ Y置のキシラン主
鎖Kおける分布Kついて規則性があるのか否か，これまでのところ確証はない。
Tirne 11 ( 1 9 6 2 )は市販ベタチナーゼによるWhite birch材キシランの酵素分解生成物




ついたもので，またウロン酸が 2個以上ついたものは見出されていない。 4-0 ーメチ
ルグノレクロン酸を含む酸性糖のほかに，キシランの加水分解物中に見出される酸性糖と
してガラクトウロン酸がある。とのガラクトクロン酸はペクチン由来のものでなく，広
葉樹キシランの構成酸性轄であると考えられているが(Samuelsonら. 19 66 Shimi-








マンノース残基がランダムに分布する βー(1→4 )結合の直鎖状のポリマーで， Dーガラタ
トースの側鎖が主鎖中のDーグルコ」スまたはD マー Y ノース残基のCoの位置に αー c1→6)
結合したものであることが明らかKされた (Meier， 1960; Aspinal1ら， 1962;
Schwarzら;Mi 118ら， 1 963 ; Time 11 ， 1965 ;越島， 1968)。ガラクトース，グル
コース，マンノースの構成モル比は，通常 0.1: 1 : 3であり(T i rne11， 1 9 6 5 )，針葉
樹材の水溶性へ主セルロースのガラクトグルコマンナン(桔組成.Gal Glc: Man= 1 
1 : 3 )とは， Dーガラクトース残基の構成モ Jレ比において異なる。
4.2 実験




旋光度は水溶液で自動旋光度計(日本分光， D 1 P-S L) ltCより劃定Lた。酸性轄の分
子量(Equivalent weight )は O.lN水酸化ナトリウムによる中和当量から推定した。
ガスクロマトグラフィー (GLC)は，島津製作所製のガスクロマトグラフ (GC-1C)で水
素長検出法Kより各試料を測定した。カラムは試料K応じて，メチル化糖のメタノリシス
生成物用~ OV1 7 (3%. Shirnali te W. 80ー 100mesh ) ，メチル化粧アルジトールアセテ
ート用~ l!;CNS S'-M ( 3骨， GasChrom Q. 100-120 mesh)とPoly-A-'-101A( 5 %， 
Chromosorv W. 80-100 mesh ).およびメ Iチル化オリコ'糖アルジトールアセテート用に




スデータ解析装置(日本電子， JMA-2000) ~より行った。メチル化キγ ロ酸性ォリゴ
糖およびメテル化マンノオリゴ糖のマススベクトルのフラグメントイオンI'LA---Jおよび a












牙離精製画卦 1-1:S1はO一(4-0-Meー α-D-GlcpA)ー (1→2 )ー O-，8-D-Xylp-
(1→4) -O-，8-D-Xylpー (1→4 )ー 0ー β-Dー お匂ー(1→4 ) -O-，8-D-Xylp-( 1→-4 )-
D-Xylであった。2MTFA~ よる加水分解K より 2-0-(4-0'-Me-α-D-GlcpA)ー D-'-
Xylとおrlが生成し，またメチル化後のメタノリシス陀より Methyl2，3-di -O-methyl-D-
司rlosidesとMethyl3，4-di -O-methylー 2-0-(methyl 2，3，4-tri -O-methylー αー D-
glucopyranosyluronic acid) -D'-xylosidesが生成した。重合度はイオン安換クロマトグラ
フィ-!'Cおける Dv値の対数とモノマー単位散の関係から決定した(図65書照)。
分離精製画卦ト2:81は Oー (4-0-Me-a-D-GlcpA)ー (1→2 )ー O-，8-D-Xylp一
(1→4 )ー O-，8-Dーお匂:::-( 1→4 ) -O-，8-D-Xylp一(1→4 )-D-Xylであった。旋光度:
(a) E -1.0o(水溶液(C. 1.14)}. 中華日滴定Kよる分子量 741(Cu且-4U:!3 ，736)。
分離精製画分 1-1:S1と同椋l'C， 2M TFAl'Cよる加水分解Kより 2-0-(4-0-Me-
a-D-GlcpA ).ーD-XylとXylが生成し，またメチノレ化後のメタノリシスにより Methyl
2; 3-di -O-methyl-D-xylosidesとMethyl3， 4..，.di -O-methyl-2-0ー ( methyl 
:l， 3，4..;. tri -O'-methylーα-D-glucopyranosyluroni c acid) -D-xylosides 
が生成した。
分離精製画分 1-3 S 1はO-s-D-Xylpー(1→4 ) -O-，8-D-Xylpーc1→3)-
O-a-L-Rhapー (1→2 )ー 0ー (a -D-'-Galp A)ー (1→4 ) -D.，Xylであった。
旋光度:(α 〕官+1.20 (水溶液 (.C. 1.62))，中和滴定による分子量 722
( C 27H44 023 ， 736 ) 0 2 M TFA ~よる加水分解により，酸性轄として 4-0-
( a -D-Galp A )-D一泊r1と少量のGalAが得られ，また中性轄として生成モル比 z
: 1のおr1とRhaが得られた。アルジト -Jレへの還元後の酸加分解から酸性部k4-0ー
(a-D-Ga1p A)-Dー おr1 i to1を認めた。メチル化後のメタノリシス忙より Methyl
2，3，4 -tri -O-rnethyl -D-:xylosides ， Methyl 2，3 -:. di -O-inethyl -D -
xy10sides .Methy12，4-di-0-methyl-4-0-(methyl 3，4-di -O-methyl-α-Dー
-68ー
galactopyranosyluronic acid )-D-xylos i des，および少量のMethyl( methyl 3 ， 4-
di -O-methyl-D-galactopyranosid ) uronatesを生成した。メチル化後の2MTFAに
よる加水分解生成物の中性部をア Jレジトーノレアセテート誘導体とし GC-M8 ~より分
析したが， 1，5-Di-0ー acetyl 2， 3， 4 -tri -0 -metbyl ~D-xyl i tol I 1， 4， 5 -"
Tri -0-acetyl-2， 3-di-0-methyl-D-xylitol I および 1，3， 5 .，.Tri -0-
acetyl -2， 4 -di -methyl-L-rhamni tolの存在を認めた。
分離精製画卦 2 :81 は 0-(4-0-Me-a-D-Gl~A) ー( 1→2 ) -O-，8-D---:埼11'
( 1→ 4 )ー O-，8-Dー おrlp-( 1→4 )ー D-Xylであったロ旋光度: [α 〕官十 28.00
〔水溶液 (C，l.2S))，中和滴定による分子量 609(G.!2HおCh.604)o2M
TFA ltLよる加水分解生成物，およびメチル化後のメタノリシス生成物は 1-1:81 と
同様であった。
分離精製画分 3-' 1.: 81はO-，8-D-Xylp-( 1→4 )ー O-，8-Dー おrlp一(1→3) -
Oー αー L-Rbapー (1→2) -D-Gal Aであった。旋光度:[α) g -39.30 [水溶液
( C ， O.59 ) ) ，中和摘定Kよる卦子量 615( C22児島019I 604) 0 2 M TF Aによる加
水分解Kより，中性糖ではモ Jレ比が 2 1のXylとRhaおよびGalAが生成した。部分
加水卦解によりキシロピオース，キシロース，ラムノースが生成した。メチルイヒ後のメ
タノリ γスKより Methy12， 3 ， 4 -tri -O-methylー D-xylosides ， Metbyl 2 I 3 -
di -0 -methyl-D -xylosides ， Methyl 2 I 4 -di -O-methyl -L-rhamnosides 
およひ~Methyl (methyl 3 ，4 -di -O-methyl-D-galactopyranosid ) uronatesが生
成した。
分離精製画牙 3-1:82はO-，8-D一五rlpー (1→3 )ー O-a-L-Rhapー (1→2 ) -
Oー αーD-GalpAー (1→4 )ー D-Xylであった。旋光度:Cα) ~ + 19.10 l水溶液
( C， 4. 70 ) ) ，中和滴定Kよる舟子量， 604 (C22Hsa 019，604) 0 2 MTFAによる
加水分解Kよりモノレ比 1 1のおrlとRhaおよび 4-0-(α-D-GalpA)ー D-Xylが
生成した。水素化ホウ素ナトリウム忙よる還元後の加水卦解』てより 4-0ー (α一D-GalpA)-
D -羽r1itolが生成した。メテノレ化後のメタノ 1)シス Kより， Methy12 ， 3 I 4 -'-'tri-
o -methyl-D-xylosides • Methyl 2 .4 -di -O-methyl-L-rhamnos.ides， 
M.etbyl 2，3 -di-O-methyl-4-0一(methyl 3 I 4 -di -O-me thylー α-D-galact()" 
PYl"anosyluronic acid )ー D-xylosidesおよび少量のMethyl(methyl 3， 4-di-O-
methyl-galactopyranosid ) -uronatesが生成した。
f子離特製画卦 4: S 1はOー (4-0-Me-α-D-GlcpA)ー (1→2 ) -O-，8 -D~ylp'­
( 1→4 )ー D-Xylであった。旋光度:[α) ~ + 43. 20 [水溶液(C， 0.37 ) ) ，中和
.; 69-
滴定による卦子量. 483 ("C17H28 015，472 )o2MTFAt'i:よる加水分解生成物，およ
びメチル化後のメタノリシス生成物は 1ー 1: S 1や 1-2:82と同掠であった。
分離柑製画牙 5.:S 1は Oー αー L-Rhapー (1→2 )ー 0-(a-D-GalpA)一(1→4)-
D -Xylであった。麓光度: (α) g + 51. 00 (水溶液(C • 0.81 ) J ，中和滴定Kよ
る分子量. 4 9 1 ( C 17 H28015， 4 7 2 )。部分加水分解により Rhaと4ーやー (α-D-GalpA)-
D -Xylが生成した。メチ Jレ化後のメタノリシスにより， Methyl・2，3，4 -tri-
0-rne thy 1 -L -rhamnos i desおよびMethy12， 3 -di -O-methyl-4-0-(methyl 
3 ， 4 -di -O-methyl-a -D-galactopyranosyluroni c acid ) '-D-xylos i desを生
成した。
卦離精製画分 6: 81は Oー (4-0-Meー α.，.GlcpA)一(1→2 ) -D-'-Xylであった。
中和滴定による分子量 343(.CJ2H2001l， 340)0 DiaionおよびAminexA-27 で
のイオン交換クロマトグラフィ-t'i:おける Dv値は標品(Shimi zuら. 1973 )の値と
一致した。さら Kメチル化糖のマススペクトルにおいて，標品に一致するフラグメント
イオンが見出された。
分離精製画分 7: S 1は4-0ー (αーD-GalpA)ー D-Xylであった。旋光1ft: (α〕官
+ 92.5
0
一〔水溶液 (CJ 0.54 ) ).中和滴定による分子量. 330 (CIl H18 011.326)。
Diaion および白羽inex A-チ 27 でのイオン吏換クロマトグラフィ~t'i:おけるDv値，およ
びメチル化糖のマススベクトル(図 67参照)がそれぞれ標品と一致した。
卦離精製画分 8: S 1は 4-O-Me -Glc Aであった。旋光度(a ) ~ + 4 2.1 0 (水
搭液(C ， 2.28 ) ) ，中和滴定Kよる分子量. 2 3 6 ( C 7 HI2 07 • 2 0 8 ) 0 Diai onおよび
AminexA-27でのイオン交換タ・ロマトグラフィーにおける Dv値，およびメテルエステ
ルメチル化糖の γ リノレ化誘導体のマススベクト Jレがそれぞれ標品と一致した。
4.2.4 針葉樹ゲルコマンナンの酵素分解生成物から単離されたオリゴ糖の同定
分離精製酉卦 Z:Elは 4-0-，e-D-Manp-D-Man(マンノピオース)であった。 Z: 
Elは最終精製段階のおninexA-6の卦配クロマトグラフィーで単一ピークであった。
酸加水卦解により Dーマンノースのみが生成した。アルジトールに還元後のメテル化糖
はG.LCで単一のピークを示し，その高分解能マススベクトル!1:m/e 425.2365 ( C¥9 
Ha7 010 • 4 2 5~ 2384 : M+ -45 ). 381. 209 3( C ¥7H33 09 • 381. 2123 : M七89)
のフラグメンートイ“オンが認められた。 7)レジトー Jレに還元後のメチル化分析Kより，
1，2，3，5， 6":"'Penta-0-methyl-D-manni tolおよび 2，3，4，6-Tetra ← O-'-methyl-
????
f}-，-mannoseの存在が認められた o 冷メタノー Jレから結晶化後の 2:E 1の融点は 193""'"
1 9 4. 5 t:，旋光度:(αJo -50 (水溶液 (C，1.5))であり s文献値と一致した
( S tan~k ら; 1965.)0 
分離精製画升 2:E2は4-0-，8-D-Glcp-D-Man(エピセロピオース)であった。
2:E2はAminexA-6の舟配クロマトグラフィーで単一のピークであり，酸加水分解
によりモル比が 1 1のD-ManとD-Glcが生成した。また 2:E2をアルジトール K
還元した後の酸加水卦解により生成した還元糖はD-Glcだけであった。アルジトー Jレ
に還元世のメチル化糖はGLCで単一のピークを示L..，その高分解能マススベクトルに
古レ/e425.2397 (CI9Hs70lQ' 425.2384: M十一 45 )， 38 1. 20 92 (C 17HS3・00，
3 8 1.2 1 2 3 : M+-8 9 )のフラグメントイオンが認められた。アルヅトー Jレに還元後
のメチ Jレ化分析により， 1，2，3，5; 6 -Penta-'-O-methyl-D-manni tolと2，3，4，6-
Tetra -O-me thyl-D-glucoseの存在が認められた o メタノールから結晶化後の2
:E2の融点は 170--..172'C，旋光度:(α);;+10 (水溶液 (C，1.2))であり，
いずれも文献値よりわずかに低い類似値であった(S tan~k ら I 1965 )。
分離精製面分 2:E3は 4-0-β-D-Glcp-D"'-Glc (セロピオース)であった。 2:
E3はArriinex A -6の牙配クロマトグラフィーで単一のピークであり，醒加水分解Kよ
りD-Glcのみが生成した。分配クロマトグラフィーにおける Dv値は標品と一致した。
7)レジトー )v.K還元後のメチ Jレ化轄の高分解能マススペクトルにおいて，ロ〆e425.2406 
(C1D HS70l0 1425.2384 :M+-45)， 381.2125 (C17HsOg ， 381.2123 
: M+ -89)のフラグメントイオンが認められた。アルジトー Jレ忙還元後のメチルイヒ卦
析により I 1，2，3，5， 6-'-Penta-O-rnethyl...:.D-glucitolと2，3，4，6-Tetra-Oー
methyl-D-gl ucoseの存在が言君、められた。
分離精製画分 3: E1はO-f1-D-Manp一(1→4 )ー 0-f1・":'D-Manp-( 1→4 )-D-
Man (マンノトリオース)であった。 3:E1のAminexA-6 の分配クロマトグラフィ
ーにおける Dv値は標品と一致した。アルジ卜ー Jレ還元設のメチノレ化糖の高分解能マス
スペクトルにおいて， m/e 629.3373 (C28H'3015' 629.3382 : M+-45 )， 
585. 3096 -( C26 }Lg 01い 585.3 11 9 : M+ -89 )のフラグメントイオンが認めら
れた。アルジトールK還元経のメチル化分析により， 1，2，3，5，6 -Pentaー O-rnethyl-
D-manni tol， 2，3，4，6 -Tetra -O-rnethyl-D-mannose I および 2，3，6-Tri -
O-methyl-D-mannoseの存在が認められた。 メタノールから結晶化後の 3: E1の
融点は 210--212'C.旋光度: CαJO-21
0(水溶液 (C，3. 0 ) Jであり， 文献値
柁一致した (Stanhfら， 1965 )。
? ー? ，
分離精製画分3:E2は0-p-D--:-Glcp一(1→4 ) -O-p-'-D-Manpー (1→4 )ー D-:-:-
Man (エピセロピオシルマンノース)であった。 3:E2はAminexA-6 の分配クロ
マトグラフィーで単一のピークであり，酸加水分解Kより D-ManとD-Glcをモル比
2 1で生成した。またアルジトー Jレ陀還元後のメテル化轄の高王子解能マススペクトル
において ，nVe 629.3381 ( C28 H~3 01" 6 2 9.3382 : M+ -45 )， 585; 3 111 
( C26 ~9 014， 585.3119 : M+ -89 )のフラグメントイオンが認められた o アルジ
トール忙還元後のメテ Jレ化分析Kより 1.2.3，5，6-Penta-O-methyl-D-mannitol. 
2，3，4，6 -Tetra-O-methyl-D-glucose .および 2，3，6-'-Triー O-methyl-Dー
mannoseの存在が認められた。メタノーノレから結晶化後の 3:E2の融点は 160---162
"C.旋光度:(α) i)-160(水溶液(c ， 0.5 ) )であった。
分離精製画卦 3:E3は0-p-.，.D-Manp一(1→4)-0-P-D← Glcpー (1→4 )ー D-
Manであった。 3: E3はAminexA-6の分配クロマトグラフィーで単ーのピークであ
り，酸加水分解Kより D-ManとD-Glcをモル比 2 1で生成した。またアルジトー
ルK還元後の酸加水分解により還元糖として D-ManとD-Glcがモル比 1 1で生成
した。アルジトールK還元後のメチル化糖の高卦解能マススベクトノレにおいて. m/e 
629.3288 ( C28 HS3. 015 ， 629. 3382 : M+ -45 ) ， 585.3099 ( C創出。 0 14 •
585; 3119 : M+ -89..)の7 ラグメントイオンが認められた。アルジトー Jレに還元後
のメチル化卦析Kより. 1，2，3，5.6 -Penta-O-methyl-D-maimi tol. 2.3.4，6 -
Tetra-O-methyl-D-mannoseおよび 2，3，6-Tri -O-methyl-D-glucoseの存在
が認められた。
分離精製画分 3: E4はOιβ一D-Manp一(1→4 )←0-(αーD-Galpー (1→6) )-
D-Manであった。 3: E4はAminexA-6の分配クロマトグラフィーで単一のピークで
あり，旋光度:(αJE-80C水溶液(c ， O.15 ) )であった。酸加水卦酔により D-
ManとD-Galをモ Jレ比 2 1で生成した。アルジトール K還元後のメチルイヒ据の高分
解能マススベクトルにおいて.m/ e 499.2793 ( C22 ~3 012， 499.2752 : M+ -
175 ) • 439. 2544 ( C 20 Ha9 010， 439. 2544 : M+ -20.3 のフラグメントイオン
が認められたo アノレジトールに還元後のメチノレ化分析Kより， 1，2，3， 5 -T~tra-O-'­
methyl-D-manni tol.， 2，3，4，6 -Tetra-Q-met均rl-D'-mannoseおよび 2，3，4.6-
Tetra -Q-methyl-D-galactoseの存在が認められた。
分離精製画分 4:Elは0-p-，-D-Manpー (1→4 ) -O-p-D-11anp-l 1→4 )-0-
ft -.:D -Manpー (1→4 ) -D-Man(マンノテトラオース)であった。 4:ElはAminex
Aー 6 の分配クロマトグラフイ}で単一のピ」クであり，旋光度: [α〕百 一320
-72...，. 
〔水溶液(C， 0.6 ) )で文献値と一致した( Stan~k ら， 1965 )。酸加水分解によ
り. Dc-Manのみが生成じた。アルジトールK還元訟のメテル化轄の高分解能マススベ
クトルKおいて， In/e703.3737(CmH59017S703J3749:;M+-175)，6433540
( C29 H~5015' 64 3. 3538 : M+ー251)のフラグメ Y トイオンが認められた。アル
ジトールに還元経のメチルイヒ卦析により. 1，2，3，5，6 -Penta -O-methyl-D"-manni-
tol， 2，3，4，6 -Tetra -O-methyl-D-mannoseおよび 2;3，6 -Tri -O-methyl-D-
mannoseの存在が認められた。
卦離精製画卦 4:E2はO-s"'::D-Glcpー (1→4 ) -O-s-D-Manp-( 1→4 )ー Oι
s-D-Manp一(1→4 )ー D-Manであった。 匝加水卦解Kより D-ManとD-Glcがモ
ル比 3 1 で生成した。アルジ I卜ー Jレ~還元後のメテル化棺の高分解能マス jスベクト Jレ
Kおいて l，rn/e703.3740(CSIH59017，703.3749:M+-17t5)，643.3545 
+ ( C29 H55 015， 643. 3 5 3 8 : M'" -2 3 5 )および 62 7.3 245 ( C28. H~1 015，627.3538 
: M+ -251 )のフラグメントイオンが認められた。アルジトール還元後のメテJレ化分




4. 3. 1 広葉樹キシランの酵素卦解
シラカンパ材から単離した 4-0ー メチルグルクロノキシラン(10 g )を用いて. 2 
%基質溶液(5 0 0 m1.， .pH5. 0 )を調製し，これに精製キ γ ラナーゼIl-S 3一2
( 5.4 mg )を加えて 40'C， 24hインキュベーションを行った。反応後，酵素分解生
成物を限外措過膜〔ダイアフィノレター Gー 01T (分画分子量.， 1，.000) • バイオエン
ジエプリング製品〕を用いて酵素と来分解残檀から卦離したo 酵素舟解生成物vcN/1Q
水酸化ナトリウムを滴下し. pH 8.0 vc 4 h保持した後，アニオン交換カラム(Dowex 










Kよって) J 12 -15μ マトグラフィー(Diaion ( 23 -'25μ)とおninexA-2 7 ( 
アニオン交換カラムの揺出液として，各酸性糖の分配係敢に応じて (A)分離を試みた。
(D) 0.5 M 1.0M酢酸，(C) (B) 0.02 M酢酸ナトリウぷ，O.08M酢酸ナ司トリ.クム，
Diaionのカラムで溶出被 (A)により分画した(E) 0.25 M酢酸を使用した。先ず，酢酸，








































カラム:AminexA-27 (1⑪@抽1Il1， ace ta te 
form)，溶出液:O.5M1t融，流速:lm凶lIn
画分1の分離精製 図63
























した 11の酸性轄のうち， 1-，1-: Sl. 1，.，. 


















































2 3 向 5 6 7 
NlJ1tJerロfnxmαnerlc unl ts 
( 0.1 N水酸化ナトリウム Kよる中和摘定) 図65 4-0ーメチルー D グールクロン醍とキシロー スを掛
からの分子量の推定，部分加水分解訟の中 成単世とする酷位勝重合肢とDvの対散の関係







1-1:51 21. 6 O-(4-0-Me-a-0-G1cpA)ー (1..2)ー O-s-O-Xylp-(1~4) 一
0-s-0-Xy1p-(1..4)ー O-s-O-Xylp-(1"4)田 O-s-O-
xy1p申 (1，4)ー 0-Xy1
1-2:51 17.4 0・(4-0-Me-α 0ー-G1cpA)ー (1..2)ー 0-s-D-Xy1p-(1.4)-
O-s-0-Xy1p-(1..4)ー O-s-D-Xylp-(1.4)ー 0-Xy1
1“3:51 27.5 0-s-D-Xy1pー (1..4)ー 0-s-0-Xylp-.(1...3)ーO-a-L-
Rhap-(1"2)ー 0-(α Dー-GalpA)ー (1..4)-D-Xy1 




3-1:52 20.7 0-B-0-Xy1p-(1申3)-0-α-'L-時mp-(1"2)ー 0-(a-D-
Ga1pA)ー (1命4)-D-Xy1
4:51 68.6 0-'(4-0-Me-a-D-GlcpA)ー (1.2)ー Q-s-D-Xy1p-(1.4)-
D-Xyl 
5:51 17.0 O-a-L-Rhap-(1.2)ー O-(a目 D-GalpA)ー (1.4)ー D-Xy1
6:81 14.8 0・(4-Q-Me-α 0ー.，G1cpA)ー (1.2)-0-Xy1
7:81 6.7 4-0-(α Dー-Ga1pA)-D-Xy1 
8:81 170.1 4-0-Me-D-G1cA 
メタノリシス生成物のGC-M8卦析などにより精査した O'
アルドテトラオウロン酸 (2:81)のメチル化後のメタノリシス生成物を試料として
得られたガスクロマトグラムを図 66vc示したが， Methyl 2，3-di -Q-methyl-D-
xylosidesおよびMethyl3，4-di -O-methyl-2-'-Oー (methy12，3，4-tri -0 -
methyl-α-D-glucopyranosyluronic acid )ー D-xylosidesの存在が認められた。 ヲ-'-
の結果は 4ー 0ー メチルーDー グルクロン酸残基が非還元末端のキ γ ロ-F残基のC2の位
置に (1→2.)結合していることを示している。








methyl一(α ，jJ ) '-D-xylosides， 
Me thyl 2，3 -d i -O.，.me thyl一(α.jJ) -D-
司rlosides• Metby12，4-di -O-methyl -
2 
r-. 
(α ， jJ) -L-rbamnosidesおよびNlethyl
2，3 -di -O-methyl -4 -0-( methyl 




カラム:QV17(3%， 8himaliteW， 80-100 
mesh， 0.3X187.5 cm 
1. MetbyI2，3-di-o加thyl-(α，f1)-n-勾rlosides
2. Metby13，4-di舟叩ethyl-2-0-(methy.l2.3，4-
trH)官letl¥yl-a-D-glucopyranosyluron i c 
acid)ー(a，ft) '-D-J.:Ylosides 
) ， 88 ( HI ) )を示している(Kovac ikら，
1975 ) '0ガラクトクロン酸を含む各酸性糖の構造は，
30日(・C)






7 : S 1のマススベクトル(図 67
国66
)は， αー
( 1→ 4 )結合を持つア Jレドピオウロン酸
のメチルエステルメチル化措Eのフラグメン
3 94( baB1) • テーシヲンのパターン〔町/e
} • 23 3 -2 0 1 -1 6 9 ( aAJ 319 ( baFJ 
1968;Shh -aA2 - aA3 ) ， 1 0 1 ( F1 
メチル化後の醍加水分解
からの中性塘をアルジトールアセテート誘導体とし，





1，5 -Di -0-acetyl-2，3，4 -tri -O-methyl-D-xyl i tol • 1，4，5ー Tri-O-ace tyl 
89 
101 
? ? ? ?
? ?





メチルイじした4-0 -( ct-D -galactopyr叩 osyluronicacid)ー D巴勾rlose(7 :S1)の-:;r.::c>:.ペクトJレ
-77-
国67
2， 3 -di -O-methyl-D-:xyli tolおよび














T1me， mln 酸であった(Timell ，.1962 Comtat 




カラム:ECNSS-M(3%，Gas Chrom Q.l∞-120 





















mesh， 0.3X200cm， at180"C) 















固691，3，5 -Tri -Q-acetyト2，4-di-O-metyl-L~ 
rhamni tolのマススベクトル
-78ー
つ 5つの画分(1 -3 : S 1 ，3 -1 : S 1 ，3 -1 : S 2 ，5 : S 1 ， 7 : S 1 )が単離された。
それらの酸性糖が見い出されたことにより，ラムノースおよびガラクトウロン酸が.;9
-D-Xylpー (1→3 )ー αー L-Rhap-( 1→2 )ー αー D--'--GalpAー (1→4 )ー D一五r1 の
結合括式でシラカンパヘミセルロースに春在することが確認された。最近の birchや
aspenのキシラン末端部の構造研究で，広葉樹キシランの還元末端のキシロースに直接
ガラクトウロン酸がα-( 1→4 )結合していることが報告されている(Eri cssonら，
1 977 J ohanssonら. 1977 a，b Samue1son. 1980 )。 また，還元処理したト
ウヒ木掛から調製したホロセルロースの酵素分解生成物からキシリトール末端を持つ酸
性オリゴ糖が単離され，針葉樹のヘミセルロ←スにおいても広葉樹と同棋にβ-D→(y与一
( 1→3) -aー L-Rhapー (1→2 )ー αーD-Ga1pAー (1→4 ) --'D-Xy1 の末端構造の存
在することが報告されている(Anderssonら. 1983 )。
. 4.3.2 針葉樹ゲルコマンナンの酵素分解
カラマ Y材から単離したグ Jレロマンナン(10 g)を用いて. 2 %基質搭液(500 
ml . pH 4.0 )を調製し， ζれに精製マンナナーゼll-3-1(:約 20mg )を加えて40
"C.48hインキュベーションを行った o 反応、後，酵素分解生成物を眼科櫨過〔ホロファ
イパ-H lP 5 (分画牙子量， 5000 ) .アミコン社 (USA))1tCより、酵素と来分解残
誼から卦離した。カテオン交換樹脂Kより反応援衝被中のナトリウムイオンをとり除き
凍結乾燥したが，酵素分解生成物の収量は 6.77gであった。
得られた分解生成物は，先ず水を搭出液として Bio-Gel Pー 2の分子簡カラムクロマ
トグラフィ-!tCより分離した。図 70!tC示したように単糖類から 9轄類(画分 1-9)!tC 
。 20 60 80 100 
E lut ion vOlume， ml 
図70 グルコマンナンの酔素分浮世主肋の分離のための分子筒カラムクロマトグラフィー
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て， (1→4 )結合を有するメチル化オリゴ カラム:お福田xA-14( 10X700mm. sulfate . 






























のバター;/( Karkkainen. 1970; 1971 




なわち .2糠類の画分では. m/e 425 喜
(M+-45)， 381 (M+-89). 295 昌 8
(abJ 1) • 235 (bA. ). 219 - 187 - 155 
( aA1 - a A2 -aAs ). 1 7 1 (bAs ). 133， 
1 1 5 ，1 0 1 (F1 ).， 8 8 (H1 ). 7 5 ( J1)" 
71， 4 5の各フラグメントイオンが存在し
た。また直鎖状の 3糖類の画分では，m/e
6 2 9 (. M + -4 5)， 5 8 5 ( N.i+-8 9 ) ，499 . 
( abcJ 1 )， 439-407-375 ( bcA1 一
bcA2 -bcAs ). 295 ( bc J 1 )， 235 
(cA1 )， 1 71 (cA3 )， 219 -187-155 
( aA1 -:-a:A2 -aAs ). 133. 11 5. 10 1 













































































図74メチλ化したこ桔類アルジトー ルのフラグメシテー γョンのパFーン(L6nngrenら， 1974) 
各フラグメントイオンが認められた。 Dーガラクトピラノース残韮の側鎖を持つ画分 3
:E4 では，マススペク卜 Jレ~m/e 499 (aebJ IとeabJ1 )， 439 ( baA1とbeA1)， 
3 3 5， 2 4 9， 2 1 9 -18 7 -1 5 5 (aA1 -'aA2 - aA3 とeA1-eAz -eA3 ). 111. 101 
(F1 )， 88 '(H1 ) ， ，75 ( J 1 ). 71'. 45の各フラグメントイオンが見出された。Il')/'e 
45と219の聞における主要なヴラグメントイオンは直鎖状の 3糖類のものと同→であ








非還元末端のマンノース残基とグルコース残基の区別は. 2 1 9 ( aA1 )， 1 8 7 ( aA2) 
155 ( aA3 )のフラグメンドイオンの強度比率で行った ( Lindhら， 1981 )。
マンノース残基が非還元末端に存在するとき，その強度比率は 1 1. 0 --O. 8 O. 4 .. 
-82-
O. 2であったのに対し，グルコース残韮が非還元末端医存在するときは. 1 6.5'"'-' 
4. 0 -O. 4~ O. 2であった。 4糖類のマススペクトルでは，非還元末端がマンノース残
基の場合でも，またグ「ルコース残基の場合でも nレ/e15 5 (aA3 )の 7ラグメントイオン
の強度が相対的K増加したo 還元末端の糖残基は，酸力Eオく卦解生成物の検索，およびア
ルジトールに還元佳の加水分解生成物の検索により同定したが，さらI'CG C -C 1 -MS 
分析Kより卦肢ではないマンノース，グルコース還元末端残基を意味する 4.，.0ー アセチ
ルー 1，2，3，5，6一、ベンター OーメチルーDーマンニトールおよびグルシトーノレをそれぞれ
確認した。これらの化合物のCIー マススベクト Jレでは. 295(M+ -'-1)， 263 (旺トー
32 ). 235 (M+ + 1-32 ). 23 5( M+ +1-6 0 )のフラグメントイオンが存在したが，
その強度比率はマ Y ニトール誘導体で1.0 O. 5 .. 0.6 O. 4 ~ O. 5であったのに対し
グル γ トール誘導体では O.7 .. O. 9 O. 3 -. O. 4 1. 0であった。
グルコマンナンの酵素分解Kより得られた主要なオリゴ糖は，マンノピオース(2 
E 1 )，エピセロピオース(2 :.E2 ) .マンノトリオ」ス (3:E1).エピセロピオ
シルマンノース(3 : E2 )でその生成モル比は 4 1 1: 1であった。その他の分
離されたオリゴ糖の収量は低く，いずれも(1→ 4 )結合のβ-Dー マ Y ノースと βー D
ーグルコース単位の単独または両者がらなるものであったが，唯一の例外として αー ガー
ラクトース残基がC6の位置に結合した画 1
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Ga"lp-D-ManとOー αー D-Galp一(1→6 )ー O-fJ-D-Manpー (1→4 )ー D-Man
が単離されたことから， α-Dー ガラクトースがDーマンノース残基のC6 の位置K結
合していることが明らかとなった (Meier.1960)0 また. Ama.bi lis fir材ガラク
トグルコマンナン B(グルコマンナ;/)の酸による部分加水分解生成物から，非還元末
端托(1→6. )結合した αー Dー ガラクトース残基を含むマンノオリゴ轄の 4糖類 5糖
類が単離されている(Schwarzら， 1963 )。 しかし，グルコマンナンの酵素分解生
成物として，これまでのところ使用された酵素が未精製のためDーガラクトース残基を





ンド型の酵素であると判断されるが，非還元末端 ~l 個の D ーグルコース誤基をもっマ
y ノオリゴ桔(.2 : E2.ー.3: E 2.4 : E 2 )がかなり多く単離されたことから，グルコマ







オースでそのモル比は 1..4 1.0であった。酸性部は 2系列の酸性糖が得られ，第 Iの
系列は 4-0ー メチルーDーグルクロン酸と Dーキシロースが構成単位でアルドヘキサ
オウロン酸までを含む6植の・'7)レドウロン酸であり，量的Kは4-:-0ー メチル- Dー グ
ノレクロン酸とアルドテトラオウロン酸が酸性部の大部分を古めた。第2の系列は .Lー
ラムノース .Dー ガラクトクロン酸およびDーキジロースが構成単位の 5植の酸性糖で，
それらの構造から広葉樹ヘミセルロース中Kラぷノースとガラクトウロン酸が伊-":Dー
おr1pー(1→3 ) -a-L-Rhapー (1→2 ) -a-D-GalpAー (1→4 )-D-Xylの結合槙
一84-
式で存在する ζ とを明らかKした。
針葉樹グ Jレコマンナンからの酵素分解生成物は分子師(Bio -Gel P-2 )カラムク
ロマトグラフィーおよびイオン吏換樹脂(Aminex A-14とAminexA-6 )を用いた




たDーガラクトース残基を有する 3糖類の画卦が得られた o 非還元末端k:Dーグルコー
ス韓基を持つマンノオリゴ糖が多く単離されたことから，マンナナーゼn-'3 ---:-1は/1-


































広葉樹キシラ Yから，中性部としてキシロースとキシロピオース(モル比1.4 1.0) 
が，また酸性部として 2系列の酸性糖が待られた。第 1の系列は 4ー 0ー メチルー υー グ





とが明らかとなった。針葉樹グルコマンナンからは，分解生成物としてD-. -q .;/ノー ス
とDーグルコースおよびオリゴ糖類を分離同定した。主要なオリゴ轄はマ χノピオース，
エピセロピオース，マンノトリオース，エピセロピオシルマンノースでその生成モル比
は 4 1 1 1であった。非還元末端!'LDーグルコース残基を持つマンノオリゴ糖が
多く単離されたことから，マンナナーゼn~3-1 は βーD-Glcp ー( 1→4 ) -;9-Dー












また科学技術庁在外研究員としてオ}ストラリアでの留学中の思師. James Cook Uni-
versity教授 Geoffrey N . Richards博士(現在Directorof Wood Chemistry，・Uni-
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Studies on HVdrolysis of Wood、Polysaccharideswith
Enzymes produced by the Brown Rottlng Furigus.1・
Tyromyces palustr，臼
Su町n口ry
Basidiornycetes be10nging 七o the group of. brown ro七ting
fung i are known 七o degrade wood. ce11u1ose and hernice11u1oses 
vigorous1y withou七 prior de1ignification and to 1eave 七he
1ignin rnatrix near1y undiges七ed. Thus， the po1ysaccharide 
degrading enzyrne systern of七hebrown rot七ing fungus， Tyromyaes 
palustris， has been studi.ed with a .view to app1ying biochemi-
ca1 conversion of 1ignoce11u1osics 七oferrnentab1e sugars. In 
七his ar七ic1e，七he fo11owing four subjec七s were discussed: (1) 
change of wood po1ysaccharide cons七ituents in progressive 
stages of decaYi (2) cu1七ura1 condi七ions for production of 
ce11u1ase .and hemice11u1ases by T. palustrisi (3) purification 
and. properties of ce11ulase and hemice11u1ases. produced by.T. 
palus古risi (4) hydro1ysis produc七s of hardwood xy1an and 
softwood glucornannan by purified xylanase and rnannanase. 
工n Chapter. 1， the .change .of 七he wood polysaccharide 
consti七uents in the progressive .stages of decay. was described. 
Kararna七su (Larix leptolepis) and shirakamha (Betula platνphylZ.a) 
were subjec七ed 七o fungal decay of the. brown rotting fungus. 
Through the analysis of the wood coιnstituents during a wide 
range of decay， the substrate specifici ty， and the changes of 
the molecu1ar size and the crystal1inity index of the decayed 
woodpolysaccharides were s.tudied. The ;fungus attacked herni-
ce1luloses， especial1y mannan， more selecti vely than cellulose 
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and caused a rapid depolyrnerization of the wood polysaccharides 
during 七heinitia1 stages of. decay (weig，ht 10ss by， decay: up to 
15-20主). The c工ysta11inecellu10se resisted the initial a七tack
of the fungus but began 七o degrade under successive a七七acks.
In Chap七er 2，七he condi tions of the submerged and solid 
state fermentations were described with reference to the 
produc七ionof polysaccharide degrading enzyrnes by T. palustl'is. 
To obtain and rnaintain high cx-cellulase and hemice11ulase 
yie1ds in the submerged ferrnentation，七he pH of the medium 
had to be kept above 2.0 by addi七ion of alka1i. s-Gluco-
sidase was produced in a cons七an七 level irrespec七ive of the 
culture rne七hodandthepH condi tion of the medium. Cellulase 
of 七he C1-type was' no七 produced by -any 'fermentations， even by 
a sc:ilid state fermentation in which' thecrys七alline cellulose 
of町 thernedium was obviously. degraded. 工n the case of brown 
rotting fungi， therefore， an unexplored wayof cellulose 
degrada'tion rnigh七 be imaginable tha t some non-enzyrna七ic
reactions ."by ι 七he ex七racellular H202/Fe2+systemor highly 
reac七ive' radicals are 、.involved in 七he ce11ulose degradation 
via oxidation in'natuI:"e.一
In Chapter 3， purifica七iOna.nd properties of extrace工lular
cellu1ase and hemicellu+ases .produced by T. p;uustr王s .were 
described. .' Extracellular -C~""'ce11ulase ， rriannanase'， xylanase' x 
and 's-D-xylosidasecomponen七s were separated and p守rified by' 
means of column chroma tog'r'aphy onmolecular' sieving， anion 
exchanger and agarose derivative ，cont1lininga- substrate 
inhibitor， ， respectively.. The purified pc:ilysaccharide degrad':" 
ing enzyrnes were so similar in physicochemical properties 'to 
brown rotters' previously reported (pH and temperatures opti:""¥ 
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ma， pH and 七empera七ure stabi1ities. and mo1ecu1ar weight). 
Enzymes hydro1ysing high mo1ecu1ar weigh七 subs七ra七es were 
sma11er mo1ecu1es 七han 七hose hydro1ysing 10w mo1ecu1ar weight 
substrates. 
工n Chapter 4， the hydro1ysis products of hardwood xy1an 
and softwood g1ucomannan by the ex七race11u1ar purified xy1anase 
and mannanase were described. The neutra1 sugars in the xy1an 
hydrolyzate were xylose and xy1obiose in a mo1ar ratio of 1.4 
1. 0 • The acidic part contained two series of o1igouronides. 
The firs七 series included a1douronic acids up 七o 七he a1do-
hexaouronic acid. The main sugars were 4-0-methy1-D-g1ucuronic 
acid and the a1dotetraouronic acid. A11 七he o1igouronide in 
七his series carried the 4-0-methyl-D-glucuronic acid residue 
a七 the nonreducing xy10se end group. The acids of七hesecond 
series were composed of L-rhamnose， O-ga1acturonic acid and 
1 -3 O-xy1ose residues， indicating七hepresence of the fo11owing 
structure， s-O-Xylpー(工+3)ー αー L-Rhap-(1+2)-a-O-Ga1pA-(工+4)ー O-Xy1，
in shirakamba hemice11u1ose. The main oligosaccharides iso1at-
ed from the g1ucomannan hydro1yza te were mannobiose， epice11o-
biose， mannotriose and epice11obiosyl mannose in a molar ra七io
of 4 1: 1 : 1. 工so1ation of the O-mannoo1igosaccharides of 
different OP having a O-g1ucose residue at the nonreducing end 
suggested tha七 theextrace11u1ar mannanase has strongeraffini七Y
for s-O-Manpー (1+4)-s-O-Glcpthan s-O-G1cp-(1+4)-s-O-Manp. 
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